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序 論
cyto cbrom eP-450(p-450) ほ ､ 脂溶性物質に酸素を導入する 1酸素
添加酵素で ､ 薬物 や生体内物質の酸イヒ的代謝に関与して い る ｡ P-450に
よ る薬物代謝は ､ 生体異物 を体外 に排壮されやすい形 に変換し､ また､
p-450 によ る生体内物質の代謝は ､ ホ ル モ ンな ど生体必須物質を定常状
態 レ ベ ル に保 つ た め に ､ 重要な役割を担 っ て い る ｡ P-450は肝臓 に多く
存在し､ また ､ ミク ロ ゾ ー ム画分 に最も多く含まれ る こ と が知られ て い
る｡
一 般 に､ P-450は基質に対して の特異性が低い こ とが知られて い る o
こ れは p-450 に､ 多数の イ ソ酵素 (is o zym e).が存在する た め であり､
おの お の の分子種自身も基質特異性が低 い こ とが明らかにさ れて い る0
p-450に こ の ような分子多様性がある こ とは､ p-450の 精製法が確立
し､ 複数種 の P-450が精製単離 さ れ ､ そ の分子量 や Ⅳ 一 束端 ア ミ ノ酸
配列の差異か ら明らか にな っ た ｡ 精製技術の進郵こ伴 い ､ 様々 な酵素源
から多数 の P-450が精製さ れ､ お の お の の 精製酵素 に は ､ 各研究グル
ー プ独自の命名がな されたo 精製が静党に行われ始めたのが同じ時期だ っ
た め ､ 同 一 と思 われる分子種も精製された｡ しかし､ 異な る分子種でち
性質が比較的類似して い た ため､ その異同を判定するの は困難であ っ た ｡
最近の 遺伝子解析技術 の進歩に伴 っ て ､ 多く の PT450r分子種の 1次構
造が明らかにな っ た こ とから､ それらの 異同も明確にな ってきたo 19g7
年 に Nebertら [1] に よ っ て ア ミ ノ酸配列の相同性 によ る
一
p-450の 分
類､ 命名法が提唱され､ 現在､ こ れが 一 般的に用 い られて い る｡ 現在ま
で に精製された P-450 の 大部分 が ､
･
こ の分類の どれか に属して い る
[2-5] 0
この 分類法 で は､ 若干の例外はあるが ､ ア ミ ノ酸西野IJの少なくとも40
% が - 敦 した も の を同じフ ァ ミリ ー に分類し､ さら に少なくとも60%
一 致 したもの を同じサブフ ァ ミl) - に分類して い るo こ れらの命名法は､
提唱された当時と少し変わ っ て い るが ､ 現在 で は､ それぞれ の フ ァ ミリ
ー はア ラ ビア数字で ､ またサブ フ ァ ミリ ー は ア ル フ ァ ベ ッ トで､ さらに
個 々 の タ ン パ ク はア ラ ビア数字で記号化され､ 例え ば1フ ァ ミリ ー ､ A
サ ブ フ ァ ミ リ ー に属する p-450 はP-4501 A l､ P-45 01 A 2また は CY P
1
1 Al､ CY P I A 2と命名さ れ ､ そ れ らの P-450を コ ー ドする遺伝子 ほ ､
イタ リ ッ ク 体で C予p l A l､ C Y PI A 2と命名され て い る ｡ タ ン パク質と
して単離さ れた場合でなく て も ､. ク ロ
ー ニ ン グ により cD N Åが単離さ
れ た場合､ 推定され た p-450 の1次構造からサブフ ァ ミリ ー に分類さ
れ ､ また ､ タ ン パク質の 1次構造が明らかにな っ て い ない 場合で も ､ そ
の N 一 末端ア ミ ノ酸配列か ら､ サ ブフ ァ ミリ ー へ の 分類が推定さ れ て い
る . 現在 ､ 晴乳類だけで も 20以上 の P-450 ファ ミリ ー が知 られ て おり
[2-5] ､ Tablel [5] に は ､ 薬物代謝に関連の深 い ､ 噛乳類の肝臓 の
p-450を､ そ の代表的な誘導剤およ び代謝反応 と共に列記し､ 本論文で
は､ 主としてこ の命名法により定められた分子種名を用 い る こ とにした ｡
TABLE 1 Hepaticform s ofP-450(Murrayetal.1990【5】を
一 部改変)
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p-450の触媒する肝薬物代謝活性 に は､ 遺伝的要因に由来する顕著な
個体差 があ る こ と が知られて お り､ そ の典型として降庄薬 detFis oquin e
の 4位水酸化活性 があ るo 1978年､ M ahgoub ら[6] は ､ dd)ris oq血 eの
代謝能をその 4位水酸化体の尿中排壮量を測定する こ とも羊より調 べ たo
その 結果､ 英国人の約 3Q/o が debrisquin e4位水酸化活性の低圧代謝型
の ヒ ト (po o r mぬboliz e r､ P M) で あり､ 常漁色体劣性遺伝形式で遺
伝する こ とが明らか にな っ た [6] o そ の 後､ debris oquin eの P Mを被
験者と して､ 種々 の 薬物の代謝能が調べ られ ､ 三環系抗う つ薬や交感神
経β遮断薬など2 5種類以上 の 医薬品 (Table2) に､ deb ris oquin e4位
水酸化反応と同様の遺伝的多型 (ge n etic polym oTPhis m) が存在する こ
と が明らかに な っ た [7-9] 0
こ の 遺伝的多型に は ､ p-45 0の レ ベ ルからの知見も蓄積さ れ ており､
上記の分類 に お い て ､ 2 D サブ フ ァ ミ リ ー に属する P-450分子種 (2
D) が debrisoquine 4位水酸化反応を触媒する こ と が報告され て い る
[10] ｡ さら に ､ ヒ トにおけ る本反応の遺伝的多型は､ p-4502 D6 の
欠損 に起因する こ と が見い 出されて い る [11] ｡ ま た ､ debr虫oquin e型
の 遺伝的多型を示す薬物代謝反応 には ､ 2 Dが関与する こ と が多く の薬
物で示されて おり､ 臨床の 場で の 知見が酵素 レ ベ ル で確認された い くつ
かの例 がある [121 14] ｡ こ の よう に､ 多くの薬物代謝反応にdd)rkquhe
の 遺伝的多型が存在する こ とは ､ 2D の 基質特異性 の低さを示す事実で
ある と考えられ る｡
Table2 (Guttendorf RJetal., 1992[9] )
Drugs 仙th Po)ym o rphic Metabo[J
'
c Pathw aysthat
Co s egregate w J
'
th Debris oqu] n eHydr o xylatio n
●
AIpre n olI
A mifla m J
'
n e
AmitriptyJin e
Bufu ra(ol ･
CJo rMPr amin e
Codein e
Debris oquln e
De sipramine
De xtr o m ethorpha n
En c ainide
FIecainide
Gu a n o x a n
lm lPra min e
]ndora min
Methoxya mpheta mjn e
Metho xy phe n a min e
Metja mide
MetoproJoI
No rtriptyJ he
N･pr opyla5m aliTle
Perhex= n e
Phe nfor min
Propafe n on e
Propra n olI(4･hydroxylatio n)
Spa rtejn e
Tim olol
3
2 Dの 基質の 1 つ にβ受容体遮断薬propr an ol1があ る [15-17] 0
放opr an olo1ほ ､ 肝臓 にお い て 非常 に代謝さ れ やすく ､ 初回通過代謝の
顕著な薬物 であ る. 従 っ て ､ 生物学的利用率 (bioavai1abihty) が極め て
低 い こ とが知られ て い る [18,19] o prq)rawldを繰り返し投与する と､
血中濃度が顕著に上昇 し､ その定常状態到達時間が単回投与から予測さ
れる時間に比 べ て 遅延する こ と が臨床の場で報告されて い る [2 021] ｡
その 要因 として ､ 肝薬物代謝活性 の飽和現象に加え､ 代謝酵素の不活悼
イヒによ る経時的な propr a n oll代謝活性 の低下 が示唆さ れ て い る [20,
21] ｡ こ の こ とを裏付ける証拠 と して ､ ラ ッ トにpr opra n ololを連続投
与する こ と に より ､ 肝ミ ク ロ ゾ ー ム にお ける pr opr an ol14位水酸化活
性の低下が報告された
l
[2 2] 0 Pr opra n ol14位水酸化反応 に は上記 の
deb丘s oquirE 型の 遺伝的多型が知られて おり [15-17] ､ 2 Dの 関与が示
唆され る こ とか ら､ pr opr anolol が 2 D に何 ら･か の 影響を及ぼ し て い る
こ と が推定 で きる ｡
Debris oquin eや pr opr a n oll代謝の研究は ､ 薬理遺伝学的な立場から
の研究に偏りがち であるo 一 方､ 上述の 外的因子に よ る活性変動を調べ
るヱ と
.
ほ ､ P-450の研究の 一 環と して だけで卑く､ 生物薬剤学的､ 臨床
的にも重要な課題で ある と考えられ る｡ そこ で ､ 本研究では ､ prqraJE)k)I
連続投与の肝薬物代謝活性 に対する影響を調 べ ､ 2 Dとの 関連を明らか
にする.こ とを目的に した｡
p-450の 触媒する薬物代謝活性の 阻害の機構 に は ､ 可逆的な競合阻害
の他 に ､ P-450自身に対する直接 の影響 に絞 っ ても ､ 薬物 に よる p-450
の 分解､ 薬物 と p-450 との 不活性複合体の形成､ 薬物の p-450 へ の 共
有結合に よる不活性化などい
.
くつ かの 機構力呪 い ださtLて い る [5,23] .
こ れらの多く は p-450 に対す･る原因物質?不可逆的､.
また は可逆的で
も非常に強固な結合が ､
∴
p-450 の活性低下め要因 とな っ て い る o
これ ら に共通 した特徴として ､ 代謝阻害が 阻害剤自身によ るもの で は
なく､ 阻害剤が代謝的に活性化さ れ､ 化学的に反応性に富ん だ代謝中間
体 が ､ 酵素と反応する点があるo た とえば､ オ レフ ィ ンヤア セチ レ ン系
化合物に よ る 阻害に お い て ､ ラ ジ カ ル中間体 に変換したも の が P-450
の 不活性化に関与する ことが知られて い る [24] ｡ また ､ もう1 つ の 共
4
通 した特徴と して ､ 特定のP-450だけが不活性化をうける と い う選択的
阻害が ある ｡ た と えば､ allylis oprop yla c eta mide によ る‾P-450 の不活性
化は ､ phe n aba rbitalで誘導され る分子種 で ある P A 502 B lや pr egn e n ol n占
16α - c arbo nitrile で 誘導さ れる P-4503 A lに選択的で ある こ と が知られ
て い る [25] 0
pr opr an ol1も 代謝によりミ ク ロ ゾ ー ム中の 高分子と不可逆的な結合
する活性中間体が生成する こ とが示され て お り [22] ､ こ の代謝的活性
化反応 の性質を明らか にする と とも に､ P-450分子種に対する選択的阻
害を調 べ る こ とが ､ pr opr anolol によ る肝薬物代謝活性阻害の機構を調
べ る手が か り にな る と考えられ た｡
本研究 で は ､ propranolol連続投与 によ る肝薬物代謝活性に対する影
響と p一立50分子種 と の 関連を解明する た め ､ 次 に示す各項目 に関する
検討を行 っ た ｡
1 . V ista∫系雄性 ラ ッ トに pr opr a n ollを連続投与し､ pr opr a n oll の肝
薬物代謝活性に与える影響に つ い て ､ その基質選択性およ び代謝経路逮
択性を調 べ た (第 1章) 0
2 . 鰍性Dark Ago uti(D A) 系ラ ッ トが､ debris oquil e 代謝の P Mの
モ デル 動物として提唱されて い る こと [26] から､ 雌雄D A系ラ ッ トの
肝薬物代謝活性を詳細に検討し､ 2 Dの 酵素凪芯速度論的性質を調べ た｡
また ､ D A系ラ ッ トの基質選択的､ 代謝経路選択的な低滑性を､ prq)r a-
n olol連続投与の影響と比較して ､ 2 D に対する propra JIOlol の影響を推
定した (第2章) 0
3 . D A系ラ ッ トで顕著な低活性の見られたbun血old 4位水酸化活性
を指標 に､ P-450を精製し､ こ れに より
,
2D サ ブフ ァ ミリ ー に属する分
子種 (p-450B T L) を得た ｡ そこ で ､ P-450B T L の再構成系に おける同酵
素の基質特異性と､ 肝ミク ロ ゾ ー ム に お ける 同酵素の役割を直接検討し
た (第3章) 0
5
4 ｡ Propran olol の活性代謝物の ミ ク ロ ゾ ー ム タ ン パ ク と の 共有結合 に
着目し､ タ ン パ ク に共有結合する代謝物を生成する propr a n oll の活性
化凪芯の性質を調べ ､ 特に2 Dの 関与を検討し､ 同様の現象が認め られ
た1ido cain eとの 比較も行 っ た (第4章) o
5 . ミ ク ロ ゾ ー ム タ ン パ ク へ の 共有結合 における P-450へ の 選択性を
調 べ た . また､ propran ololの 代謝物 によ る pr opr a n oll代謝に対する 阻
害効果を調べ ､ 共有結合との関連を推定した . さ ら に ､.P-450B T Lを用
い た再構成系実験を行 い ､ 連続投与に よ る代謝阻害を 血tq
'
細 で再現す
る こ とを試み , 共有結合と の 関連を調べ た (第5章) 0
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第且 章 pr opr a n olol連続投与 に よ る ラ ッ ト肝薬物代謝
活性 の 変動
交感神経β遮断薬 propr an ol1を繰り返し投与する と ､ 血中濃度が顕
著に上昇し､ その定常状態到達時間が ､ 単回投与から予測される時間に
比 べ 遅延する こ と が臨床の場で知られ て い る ｡ その 要因と して､ 肝薬物
代謝酵素静性の飽和現象に加え､ 酵素の 不活性イヒに よ る経時的な薬物代
謝静隆の低下が示唆されて い たが ､ 不活性化に つ い て は直接的な証拠紘
示きれて い なか っ た . こ れに 関連して ､ Schn e ck と p ritcha rd [2 2]
はラ ッ トに pr opr an ol1を連続投与する こ と により､ 肝 ミ ク ロ ゾ ー ム に
おけ る prqpr a n ol14位水酸化体お よび未同定の水溶性代謝物の 生成量
が低下する こ と を見 い 出し､ pr opranolol連続投与によ る肝薬物代謝活
性の低下を示した｡ しかし､ 4位水酸化反応以外の代謝経路､ お よ び他
の薬物 の代謝活性 に対する影響 に関して の 知見は少なく､ cytod m m eP-
450(P-4 50)分子種 レ ベ ル で の 考察は ､ 全くなされて い なか っ た ｡
本章で は ､ propra n olol連続投与によ る pr opr anolo1日身の代謝 に対す
る影響に つ い て ､ そ の 代謝経路選択性と基質濃度依存性を検討した ｡ 普
た ､ imipr amin e､ 1id∝ Ame､ deb ris oquin eな どpr opra n oll 以外の薬物代
謝活性 の変動を調べ ､ pr opr an oll連続投与に よ る種々 の P-450分子種
の代謝活性 に対する影響を測定した｡ そ の 結果､ 肝薬物代謝活性 の
debds oquine 型遺伝的多型の 要因 とな る P-4502Dサブ フ ァ ミ リ ー に属
する p-450分子種 (2 D) に対する関与が挫定で きた｡
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第1節 propran olol連続投与に よ る pr opra n olol代謝 に対する影響
ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ム にお けるpropra ndolの 1次代謝経路には sche m e
1-1に示 したナ フ タ レ ン環の 4 ､ 5 お よび7位水酸化と側鎖の N 一 脱イ
ソ プロ ビル化が知られ て い る [27,28] ｡ ヒ トお よ びラ ッ トにお い て 4
位水酸化ならび にN 一 脱イ ソ プロ ビ ル化が主要な酸化的代謝経路で ある
が､ ラ ッ トに お い て は ､ 5 およ び 7位水酸化活性の貢献度も比較的大き
く- ､ 特に 7位水酸化活性は 4位水酸化活性と 同程度の貢献度をもつ こ と
が見 い 出さ れ て い る [28,29] ｡ こ の ような､ propr anolol の代謝過程 に
づ い て は ､ い く つ かの 動物種で かなりの 情報が蓄積さ れて い るも の の ､
お の お の の反応 に関与する P-450分子種の酵素学的知見 は少な い o そ
の 一 つ と して ､ ヒ トで pr opr a n oll の4位水酸化活性 に debris oquin e型
の ､ ま た ､ N'- 脱イ ソ プ ロ ビ ル化活性 に m ephe nytoin 型の 遺伝的多型
が見 い だされ､ こ れ らに関連した p-450分子種の関与 が示唆されて い
る [15-17] 0
一 方､ Ishida ら [30] は､ ラ ッ ト にお い て ､ P-450 1 A lお よび 1A 2 の
誘導剤で あ る suda nIIIによ り ､ pr opr a n ol14 ､ 5位永酸イヒお よ び Ⅳ 一
脱イ ソ プ ロ ビル化活性が誘導され る こ とを報告して い る ｡ また ､ Fq
'
ita
ら [28
､
] は ､ 上述した propr anolol の4 つ の代謝活性 に ､ ラ ッ トにお い
て1 性差や加齢変動が ほと ん ど認められ か ､ こ とから､ 雄 に特異的分チ
種 p-450
.
2Cl l の関与 は少な い こ とを示唆して い る o さら に､
.
15種の
P-450分子種を周 い た再構成実験から, 各分子種 が ､ pr opr an ol1 の 代
謝に対し､ 顕著に異なる代謝経路選択性と基質立体選択性を有する こと
を示した [31] ｡ こ の よう に ､ pr opr a nolol の代謝に は多くの P-450分
子種が関与する もの と考えられる ｡
本節 で は ､ propr a n oll.4 ､ 5 ､ 7位水酸化活性およ び Ⅳ
- 脱イ ソ プ
ロ ピ ル化活性に対する propr an ol1連続投与の影響 に つ い て検討し､ 代
謝経路間で の 比較を行 っ たo pr opr anolo1 4位 およ び5位水酸化活性に
は ､ Km の極端に異なる 2種以上 の酵素の関与が示されて い る こ とか
ら [30] ､ 同反応 の high- affinty 酵素群 (K m O.5 FL M 以下) およ び
lo w- affinty 酵素群 (Km 約100fL M) の おの お の Vm a xの 目安と なる
5 〃 M お よ び1 m M を基質濃度と して用 い た ｡
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監実験結果ヨ
Figure1-1 には ､ 無処理 お よ びpropr a n oll 連続投与したラ ッ ト肝 ミ
ク ロ ゾ ー ム における propran olo14 ､ 5 ､ 7位水酸化およ びⅣ 一 脱イ ソ
プ ロ ビル化 の代謝活性 (基質濃度:5 〃 M また は 1 m M) を示した ｡
取opr a n ollの 4 ､ 5お よ び7位水酸化活性は ､ い ずれも､ 低基質濃度
(5fL M) にお い て ､ pr opr an ol1 連続投与ラ ッ トで コ ン ト ロ
ー ル の約
50% の 活性で あ っ た｡ 高基質濃度 (1 m M) にお い て も ､ 4位水酸化
活性に対する影響がや や小さくな っ たも の の ､ いずれ の水酸化活性も
pro打 払 01o1連続投与により有意 に低下し､ V m a xの 低下が考えられた｡
pr op,anムlo1 5およ び 7位水酸化活性も､ propran oio14位水酸化と同程
度の影響を受ける ことから､ これらの水酸化は 4位水酸化と同じ酵素(罪)
に より触媒 される可能性 が示唆さ れ た｡ pr opr a n oll連続投与によ る薬
物代謝活性低下の機構 に つ い て は後車で詳細 に検討する予定で あ る ｡
一 方､ pr opranoloIN - 脱イ ソ プロ ビ ル化活性 は ､ pr opr a n oll連続投
与によ っ て2倍に上昇した｡ こ の現象も低基質濃度だけで なく､ 高基質
濃度 にお い て も観察された こ とか ら､ propr a n oll連続投与 によ る Ⅳ 一
脱イソ プロ ビル化活性の上昇は ､ 酵素量 の増加､ 即ち誘導 によるもの で
あ ると考えられた｡
propran olo1連続投与に よ
一り環水酸化体 の 生成が選択的に低下 した実
験結果から､ ミ ク ロ ゾ ー ム膜の 変化や P-450含量 を含む電子伝達系成
分が変化するの で はなく､ 特定の P-450分子種の代謝機能が低下 した
と推察され た ｡ そ こ で次に､ p-45 0含量ならびに propran olol以外 の薬
物代謝活性に対する propr a n oll連続投与の影響を調 べ た 0
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Fig.1-1 E ffe ct ofpr opr a nololpr etr e atm e nt o npr opr an ol1 4
-
, 5- , 7-
hydro xyla s e and N-de sis opropylas ea cd vitesin r atliv er micr o s o m es･
M icro s om e sw er eobtained 鮎 m n o n-tr e ated(□) andpr opr a n oll
pretr e ated(l00mgnEg/day p.o.5 days, )r ats. Activity w a s as s ayed
ataprppr a n ollc o n c e ntr ado n of5pM α 1m M . E拡hvalu e r epre s e ntsthe
m e a n±SE ofthr e edeterrni a丘o n s.
*
,
* *:Signific antlydiffer e ntfr o m m e a n valtl eS Of n o n
-tr e atedrats
(P<0.05, P〈O.01).
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第2節 pr opr an ol1連続投与 によ る cyto chr o meP-450含量 およ び種 々
の 薬物 の肝代謝活性に対する影響
前節で propr a n oll連続投与によ る pr opr a n oll代謝活性 に対する影響
が､ 代謝経路選択的で ある こ とを示した が ､ propr a n oll代謝を触媒す
る P-450分子種に関する知見が乏し い た め ､ pr opr anolol代謝だけか ら
で は ､ 種々 の P-450分子種に対する pr opr a n oll連続投与の影響を推定
する こ と は困難であ っ た ｡ そ こ で ､ 本節 で は ､ pr opr a n oll連続投与に
よ る P-450含量と ､ he x obarbital 酸化活性 に対する影響を調 べ た o 次
に ､ imipr amin e､ bu nitr olol､ Pdo cain eお よ びdebris oquin eの代謝に対す
る propr a n oll連続投与の 影響を調 べ ､ P-4502D サ ブ フ ァ ミ 1)
一 に属す
る P-450分子種 (2 D) に対する影響 に つ い て 考察 した ｡
E実験結果】
2 - ･1 Cytochrom eP-450含量 に対する影響
propr a n oll連続投与に よ る肝 ミク ロ ゾ ー ム 中の P-45 0含量 に対する
影響を Fig.1-2 Aに示 した｡ P-450含量 に は有意な変動は なく ､ む しろ
若干 の増加傾向が認 め られ た｡ こ の こ とか ら､ mg タ ン パ ク当りの
pr opra n oll 水酸化活性め低下 は ､ mgタ ン パ ク当りの P-450含量 で は説
明で きな い こ とが 明らか に な っ た . また ､ pr opr an oll N - 脱イ ソ プ ロ
ビ ル化の 上昇の程度 (Fig.1-1) も ､ p-45 0含量増加 に比べ る と大きく ､
同活性 の変化も ､ p-45 0含量 で は説明できな い こ とが明らか にな っ た｡
2 - 2 Pr opr an ol1連続投与に よ る薬物代謝活性低下 の基質特異性
A . He x obarbital酸化活性に対する影響
Hexobarbital(基質濃度 : 100FL M) の代謝活性を hex obarbital濃度の
減少から算出した結果を Fig. ト2 Bに示 した ｡ p-450 含量 と同様に有意
な変動は認め られ なか っ た. Schn e ck とp ritchard[22] は ethylm orph ine
N 一 脱メ チ ル化や arylhydroc a rbo n水酸化活性 が ､ pr opr an ol1連続投与
に よ っ て変動しな い こ とを報告して おり (Tablel-1) ､ pr opr a n oll連
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- 1A Activity
w a s a s s ayed at ahexobarbitalc on c e ntr atio n of l00LIM ･ Each valu e
r epre s e ntsthe m e a n±SEofthr e edete rmin atio n s･
Table1-1
T he effe ctofpropr a n oJ 暮pretre atm e nto nthe rn etabolis m of
ethyJm orph in e a nd be n ヱ0(a)p yrene by rat hepatic micro s o m e s
Rats re c eiv ed o ralpr opr a n o‡l･HCI(100 m g/kg)onc edaily fo r5 days. The rats
were s ac rific ed 18 hr afterthe一a st propranolofdo s e and the mic ro s o m e s w er e
pr epa red . T he m e an ± S.E.” . ofsix ratsjs sho w n_
Co ntroI
Propran o】I
Prelr eated
EthyJm o rphine N-dem ethylase
(n m ol/g of liver/1 0mf
'
∩)
Arylhydro c arbo nhydroxyla s e
(n mole s/g of 一ive r/15 mjn)
3 0 3 5 土15 3 2 85 0± 1 62
3 01 士 1 7 2 9 3土 1 6
Schn e ck D Wa nd 拙tchard JF,1981【22]
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続投与に よ っ て ､ 肝ミ ク ロ ゾ ー ム 中の 特定の P-450分子種の触媒する
反応 が影響を受ける こ とが 明らか にな っ た ｡
B . Debris oquin e4位水酸化活性 に対する影響
Figure1-3 に は ､ deb ris oquin e4位水酸化活性 (基質濃度 : 50r M)
に対する propranolol連続投与の影響を示した｡ pr opr a n oll水酸化活性
と同様に ､ deb 血Iquine4位水酸化活性も有意に減少し､ その 活性は コ
ン .トロ ー ル の 約 40%で あ っ た｡ こ の こ と から､ pr opr a n ol14位水酸化
活性の低下から推察されたとおり､ pr opr a n oll連続投与に よ り､ 2 Dサ
ブ フ ァ ミ リ ー に属する P-450分子種依存の活性 が低下する可能性 が示
された｡
C . Imipr amin e代謝に対する影響
放opr a n oll連続投与 に よ るimipr amin e2位水酸化およ びⅣ 一 脱メ チ
ル化活性･(基質濃度 :5 〃 M) に対する影響を Fig. ト4 に示 した ｡
h ipr amin e2位水酸化活性に は ､ propr a n oll水酸化活性やdebris oquin e
4位水酸化活性と 同様､ 50%以上 の低下 が認 め られた . lm ip以 nine2位
水酸化活性に古よdebrisoquine 型の 遺伝的多型が知られて お り､ こ の 結
果も debris oquin e4位水酸化活性の低下とよく対応する結果とな っ た｡
一 方 ､ 血ipr 血 eⅣ - 脱メ チル 化活性 には減少傾向が認められたが有意
な変動で はなか っ た ｡ lm ipr amin e N 一 脱メ チ ル化活性に は､ ラ ッ トに
おい て顕著な性差 (雄>雌) が知られており､ 雄特異的分子種(p A5 伽Il,
P 4 502Cllに相当) がそ の大部分を触媒すると報告されて い る [32] .
従 っ て ､ propran olo1連続投与 のP-4502Cllに対する影響 は ほとん どな
い と考えられ た｡
D . Lido cain e代謝に対する影響
放opr an ol1連続投与に よ る1ido cain eの 3位水酸化､ N - 脱エ チ ル化
およ びメ チ ル 基水酸化活性 (基質濃度: 10 〃 M) に対する影響を Fig.
115 に示した｡ Lid甲aine 3位水酸化は ､ コ ン トロ
ー ル の 30 %以下 に減
少し､ pr opr an ollやdeもris oquin eの水酸化活性の減少に比 べ る と強 い 阻
害効果であ っ た . こ の デ ー タ か ら､ 1id∝ aia 3位水酸化反応 にも ､ 上述
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the m e a n±SEofthre edete rmin a也o n s.
* *:signific andydiffere nt 加 m m ea n valu es ofn o n
-tre atedr ats伊d)･OI)･
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”
の 酵素 (罪) が鰐与する可能性が示唆され た . Oda ら [33] は多環芳
香族炭イヒ水素によ り誘導さ れる p-450MC-1(P-450 1 A 2)が ､ iido cain eの
3位水酸化反応 に関与する こ とを報告して い る が､ 無処理 ラ ッ トで 同皮
応 に関与する分子種に つ い て の 報告がな いの で ､ 2 Dの 関与の有無 に興
味がもたれ る事実で ある｡
一 方､ 1id∝ aheN - 脱 エ チ ル化活性 にも減少傾向が認められたが ､ 有
意な差で はな か っ た . Lido caine N - 脱 エ チ ル化活性 にも顕著な性差が
知られて おり､ 血ipr 弧ine脱メ チ ル化活性と同様な結果と考えられ た｡
AトAsady ら [34] は ､ propranolol 連続投与によp て N - 脱 エ チ ル化体
(mo n o ethylglydn exylidide､ M EGX) の 生成が増加する と報告して い る .
しか し､ 彼 ら ほ5分以上 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ンを行 っ て おり､ M EGX
も3位水酸化 によ る逐次代謝を受ける こ とから ､ ･pr opr a n oll連続投与
によ る 塩do cain eN - 脱 エ チ ル化反応 の増加 は ､ 逐次代謝の抑制に よ る
見かけ上 の増加の疑 い が ある o 一 方､ 1id∝ain e メ チ ル基永酸化活性に
は ､ propran oloIN - 脱イ ソ プロ ビル 化と同様に有意な増加が認められ
た. 伽 a ら [33] は ､ 1id∝ ain eメ チ ル基水酸化反応 に phe n obarbitalで 誘
導され る p-450P B-5(P-45 0 2B 2)が関与して い る と報告しており､ pr o-
pranololが同酵素を誘導する可能性が考えられたo
E . Bu nitr olo1 4位水酸化に対する影響
IPropr an ol1 連続投与によ る bunibTOlo14位水酸化活性 (基質濃度:10
FL M) に対する影響を Fig.1-6 に示 したo Bumi･olol は pr opr an ol1と類
似の側鎖を有するβ遮断薬であ る が､ 肝ミク ロ ゾ ー ム での 代謝に関して
は ､ 4位水酸化体の 生成 で その大部分が説明で きる [35] 0 Propn nold
連続投与 よ っ て ､ 本酵素活性も コ ン ト ロ ー ル の 25% 以下 に減少し､ こ
れまで示したいく つ かの代謝反応と同様に､ p p pranold 連続投与によ っ
て酵素活性が低下する分子種の 関与する反応とみ る こ とができる｡
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々､ 括
W ista r系雄性ラ ッ トに対 し､ pr opr a n ollを連続投与する こ と に よ っ
て ､ 複数の 代謝経路を持 つ 基質 (propr an ollこi mipr amirE､ hdo cairE)) に
射 し代謝経路選択的な活性の減少 が認め られ た o また ､ bumi甲1o1お よ
び debris oquin eに代謝活性 の減少も認め ら れ た ｡ こ れらの 代謝活性の
減少と代謝酵素 と の 関連 に つ い て 以下 の こ とが 明らか にな っ た ｡
1) propr a n oll の4位水酸化活性だけ で なく ､ 5 ､ 7位水酸化活性も
4位水酸化活性と同程度に減少した｡ こ の こ とか ら､ こ れらの反応 に4
位水酸イヒ反応 と同 じ酵素 (罪) が関与する可能性 が示唆さ れた｡
2) N - 脱イ ソ プロ ビル 化活性 の 上昇が認め られ た｡ P-4502 B2 の 関
与が知ら れ て い る1ido血 n eメ チ ル 基水酸化活性も上昇する こ とか ら､
pr opr a n ollに よ る P-4502 B 2 の誘導が示唆さ れた｡
3).p-450含量 ､ he x obarbital の酸化活性 の低下 が認め られな か っ た こ
とか ら､ pr opr a n oll連続投与 により､ 特定 の P-450分子種の関与する
代謝活性が低下する ことが示された｡
4) propr a n ol14位水酸化活性 に は ､ ヒ トに お い て debris oquin e型 の
適伝的多型が知られてい るか､ debris oquin e4位水酸化活性､ 同じく 2
D の 関与する反応 の imipramine 2位水酸化活性も同様 に低下する こ と
か ら､ 2 D依存 の代謝活性が低下する こ とが考えられ た ｡
5)雄特異的分子種により触煤される imipr amihe N 一 脱メ チ ル化活性
に有意な変動が認められなか っ た こ と から､ 2 D以外 の P-450分子種
に対する propr a n oll連続投与 の影響は少な い も の と考えられた｡
2rO
本章で見 い だ されたIidoc ain e3位水酸化､ bu nitr olo14位水酸化お よ
び上記 の pr opra n olo且5 ､ 7位水酸化活性の低下 が ､ 2 D依存の 活性 に
関連して い る の か否か は､ 推測の 域を出 か ､ ｡ そこ で ､ 次章お よ び3章
で こ の 点を含 め ､ 種々 の肝薬物代謝反応 にお ける2 Dの役割につ い て検
討する こ と に した ｡
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実験の部
1 . 実験動物 :
2 ケ月齢 の W istar系雄性ラ ッ ト (高杉実験動物 (秩) )を用 い た .
2 . 試薬
2 - 1 基質およ び代謝物
･Pr opr an ol1
･ HCl､ imipr amin e
･ HClお よ び he x oba rbitalは シ グ マ 社より
購入した｡
4- Hydr o xypropranolol
･ HClは住友化学工業 (株) より供与された.
5- および7-hydroxypr opr a n oll･ HClは Oatis らの 方法 [36] に従 っ て
合成した｡
N - Desis opr opylpropranolol
･H Clは ICI ファ ー マ シ ー 社 よ り供与さ れ
た ｡
De sipr amin e･HClお よ び2-hydr o xyimipr a min e･ HCl はチ バ ガイ ギ 一 社
よ り供与さ れ た｡
Debris oquin ehe mis ulfate およ び 4-hydr o xydebris oquihehe misulfate ほ日
本 ロ ッ シ ュ (秩) より供与さ れ た ｡
Lid∝ ain eI HCl､ 3-hydroxylido cain e
I HCl､ m o n o ethylglycinexyhdide
(M EGX卜 HCl､ glycine xylidide ･HClおよ び3-hy血oxy M EGX ･HClは ､
藤沢薬品工業 (秩) より供与された｡
Methylhydroxylido c ain e
･ HCl時､ Ka waiらの 方法 [37] で合成した.
Bu nitrolol･ HClおよ び4-hydr o xybu nitrolol･ HClはベ - リ ン ガ 一 社 より
供与された｡
2 - 2 生化学的試薬
Gluc o s e6-pho sphate (G-6-P) ､ glu co s e6-pho sphatedehydroge n as e
(G-6-P D H) お よびN A D P H
■
はオリ エ ンタ ル 酵母 (株) より購入した｡
2 - 3 その 他 の 試薬
その他の試薬は､ 分析用 または特級試薬を､ 和光純薬 (樵) またはナ
カ ライ テ ス タ (秩) より購入した｡
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3 . 実験機器･
高速液体ク ロ マ トグラ フ ィ ー (H P LC) による定量には ､ 日立655
型また ほ島津 LC-3A 型ポ ン プを用 い た o
U V によ る検出は ､ 島津 spD -2A 型紫外分光光度計検出器を用 い ､
蛍光検出 には ､ 日立 650-10 S型蛍光光度計検出器を用 い た｡
4 . Pr opranololの連続投与およ び肝ミ ク ロ ゾ ー ム の 調製
fbopr a nololは生理食塩水 に溶かし､ schn e ck と p ritchard [22] が行 っ
た と同様 に､ 100mg此g/day を1 日1回経口投与したo
彼ら は ､ 最終投与 18時間後 に調製した肝 ミク ロ ゾ ー ム を用 い て代
謝実験を行 っ て い るが ､ 投与後18時間で ほ 0.03FL M 程度の pr opr an ol1
が調製した肝ミ ク ロ ゾ ー ム に残存する こ とを認めて い る｡ 本研究の予読
験に お い て も､ 最終投与 20時間後の肝ミ ク ロ ゾ ー ム 分画か らpropr a-
n olol (12 7 ±72nM) お よ び 4位水酸化体 (29.7 ± 9.9 nM) を は.じ
め､ 4 つ の 代謝物の い ずれもが検出された｡ 肝ミク ロ ゾ ー ム 中の残存
propr a n ollお よ び代謝物によ っ て pr opr a nolol の代謝活性が高く見積ら
れる こ と ､ また､ propr an ol1 以外 の薬物代謝活性に対して は ､ 残存
propr a n ollが競合的な阻害剤となる こ と が考えられ る ｡ そ こ で ､ 基質
ならび に代謝物濃度が検出感度以下とな っ た最終投与30時間後の肝ミ
ク ロ ゾ ー ム を用 い て ､ 後述する H P LCも羊よ る蛍光定量法で ､ 以下 の代
謝実験を行 っ た｡
肝 ミク ロ ゾ ー ム は､ om ur aとsato の 方法 [38] により調製し､ タ ン
パ ク濃度 の定量は ､ Lo w ry らの 方法 [39] に従 い ､ 標準物質として牛
血清 ア ル ブミ ン (シ グマ 社) を用 い た占
5 . Cyto chro m eP-45 0含量の測定
Om w aと sato の 方法 [38] に従 い ､ 還元型 一 酸イヒ炭素結合差ス ペ ク
トル か ら求め た｡
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6 . Pr opr an ol1 の代謝活性 の測定
5FL M と 1m M の pr opr an ol1､ 10m M G-6-P､ 2u nitsG-6-P D H､ 8 m M
MgCち､ 0･5 m M N A D P 斑お よ び 0･5 mg の ミ ク ロ ゾ ー ム タ ン パ ク を含む 1
ml の0.154 Mリ ン酸緩衝液p斑 7.4 を反応混液と した｡ 5分間の プ レイ
ン キ ュ ベ - シ ョ ンの のち､ 凪芯は基質を添加する こ とに より開始させ た ｡
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は ､ 37 ℃ にて 30秒間行 い ､ 4位水酸化体 の分解
を防止する ため に抗酸化剤 と して加えた 25 mg の 亜硫酸水素ナトリウ
ム を含む 1 N水酸化ナトリ ウ ム 1 mlを加えて反応を停止した｡ H P L
C の 内部標準物質と して ､ 4-hy血oxybunitrololを添加し ､ 基質､ 代謝物
およ び内部標準物質は ､ 酢酸 エ チ ル に て抽出した｡ 蒸発乾固したの ち､
残 さ をH P L C移動相 に溶解し､ H P LC 用 サン プル と した o
Pr opr a n oll の代謝物､ 4 ､ 5 ､ 7位水酸化体お よ び N - 脱イ ソ プ ロ
ビル 化体の 定量は､ Fuj
'
itaらの 方法 [27] を若干改変 して行 い ､ 4 つ の
代謝物を同時に定量 した o カ ラ ム に逆相の In ertsil O DS(GLサイ エ ン
ス (秩)･) ､ 移動相 に アセ トニ トリ ル : メタ ノ ー ル :水 : 酢酸(22:22:
56:1
,
v/v) を用 い ､■ 流速は 1.O ml/min と した ｡ 蛍光検出器を用 い ､ 検出
は励起波長310n m､ 蛍光波長380n m で 行 っ た ｡ 本定量法に お ける pro-
pranolol,L 4 ､ 5 ､ 7位水酸化体お よ びN - 脱イ ソ プ ロ ビ ル化体の検出
限界 は それぞれ 3､ 4､ 0.5､ 0.5 およ び 2 nM で あ っ た ｡
5 . Hexobarbital酸化活性の測定
基質の減少量から代謝活性を求め た [40] . 基質濃度 は 1dofL M と
し､ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 30 分間行 っ た ｡
6 . h ipr a mine代謝活性 の測定
lm ipr amin e2位水酸化およ び N 一 脱メ チ ル化活性の測定は ､ Chiba ら
の 方法 [4 1] に従 い ､ 基蛮膿度5FL M ､ 反中時間30砂 で行 っ た o
lmbramine の 2位水酸化体およ びN 一 脱メ チ ル体 の 定量は ､ 逆相カ ラ
ム (In ertsilODS) を用 い たH P LC に て行 い ､ 移動相に アセ トニ トリ
ル : 水 : メ タ ノ ー )i, : ジ ーn - プチ ル ア ミ ン (48:50:53:2, v/v) を用 い た .
UV によ る検出は 254n m で行 っ た ｡
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7 ｡ Debris oquin e4位水酸化活性 の測定
Debris oqul n e50FL M ､ 10 m M G-6-P∴1 unitG-6-P D臥 10m M MgC12､
0.5m M.N ÅD P Hお よ び 0.5 mg の ミ ク ロ ゾ
ー ム タ ン パ ク を含む 0.5 ml の
o.154 M リ ン酸緩衝液 pH 7｡4 を反応混液 と した ｡ 5分間の プ レイ ン
キ ュ ベ - シ ョ ン の 後 ､ 反応 は N A D P Hを漆加する こ と によ り開始させ
た o イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は37℃ にて 5分間行 い ､ 12N 水酸化ナトリウ
ム 0.5 mlを加える こ と によ っ て反応を停止 した ｡ Debris oquine お よ び
4位水酸化体を酢酸 エ チル にて抽出後､ H P LC の内部標準物質として ､
glycin e xylidide を添加 し､ 0.01 N硫酸に よ っ て水相 へ 逆抽出した ｡ 酢酸
エ チ ル を除去した の ち ､ o.01 N水酸化 ナ トリ ウ ム で 中和し､ こ れ を蒸
発乾固し､ 蒸留水 に溶かしH戸L C用サ ン プル と した｡
H P LC に よ る定量 は ､ カ ラ ム に In e rtsilO D Sを用 い ､ カ ラ ム 温度
40 ℃ で行 っ た ｡ 移動相 に アセ ト ニ トリ ル :0.1 M リ ン酸緩衝液 pH 3.0
(15:85, v/v) を用 い ､ 流速は 1.O ml/min と した｡ U V によ る検出は 210
n m で 行 っ た ｡
8 . Lid∝ ain e代謝活性の測定
Lido cain e3位水酸化､ メ チ ル基水酸化およ びN 一 脱 エ チ ル化活性 の
測定 は ､ Ka w aiらの 方法 [42] に従 っ た . 基質濃度は 10FL M と し､ 反
応は 2.5分間行 っ たo H P LC に よ る定畢は､ 上述の debris oquin e4位
水酸化活性測定と同じ条件で行 っ た ｡
9 . Bu nitrolo14位水酸化活性 の測定
Bu nitr olo14位水酸化活性はIshida らの 方法 [35] に従 っ て行 っ た｡
基質濃度 5/∠ M と し､ 反応 は1分間行 っ た ｡ H P L C によ る定量は ､ 移
動相 に ア セ ト ニ トリ ル : メタノ ー ル : 水 :酢酸 (30:12.2 5:57.75:0.2 25,
v/v) を用 い た以外､ 上述の pr opra n olol代謝活性測定と同じ条件で行 っ
た ｡
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第2 章 ラ ッ ト に お け る 薬物代謝活性の 性差､ 系統差 と
P-4 5 0 2 Dサ ブ フ ァ ミ リ ー に属す る cyto chTOm e
p -4 5 0分子種 の 関与
ヒト肝 に おける debris oquin e4位水酸化活性の遺伝的多様性は､
debris oquin eを経口投与した後 の ､ deb risoquine とそ の 4位水酸化体の
尿中累積排推量 の 比率を用 い て 測定さ れ て い る [6] 0 Debrisoquin e代
謝が正常 に行 わ れる ヒ トを e xte n苧iv e m etaboliz er(E M) ､ ほ とん ど行
われな い ヒ トをpoor m etaboliz e r(P M) と して分類されて い る ｡
1981年.A l- Dabbaghら [26] は ､ 7系療の雌性ラ ッ トに debris oquin e
を経口投与し､ 尿中未変化体およ び代謝物濃度を比較する こ とにより､
そ のうち Dak Ago血 (D A) 系ラ ッ トの 4位水酸化体の尿中排壮量 が､
他系統､ 特に Lew由系ラ ッ トに比 べ 少なく､ D A系ラ ッ トにお い て は ､
投与量 の 50%近くが未変化体として 尿中に排壮され る こ とを認めた0
こ れら の デ ー タ から Le wis とD A両系の ラ ッ トがそれ ぞれ ヒ トdebri-
s oquin e代謝 の E M お よびP Mの モ デル にな る こ とを提唱したo 次 い で
Lar r ey ら [43] およ び Kahn ら [44] は ､ D A系ラ ッ トの肝 ミク ロ ゾ
ー ム に おける debds oquin e 4位水酸化活性が､ 他系統 に比 べ顕著 に低
い こ とを見 い 出 した ｡ さら に ､ debds 叩ine代謝の P M で顕著に低 い
bufuralo1､ 血Ⅹ加 m eto rpha n等の代謝活性が､ D A系雌ラ ッ トで他系統に
比 べ低い こ とが明らか にな る に至り [45,46] ､ D A系雌ラ ツIh が､
debris oquirEの P Mの モ デ ル動物として頼繁に用 い られる ようにな っ て
い る [47,48] 0
ヒ トおよ びラ ッ ト肝 に お い て debds oquin e4位水酸化活性に関与す
るP-450分子種は ､ p-4502 D
,
サ ブ フ ァ ミリ ー に分類され て い る . ラ ッ
トにお い て は ､ P-450dbl(p-4502 D l) [10] や P-450UT- H [43] が ､
本反応を角蛸∈する分子種として精製された ｡ h 叩 ら [43] および 皿 w血皿
ら [49] は､ p-450U T- H の含量が ､ SD系ラ ッ トに比 べ D A系ラ ッ トで
低 い こ とを報告して い る ｡ また ､ M ats unaga ら [50] は ､ p-450dbl を
コ ー ドする mR N Aが D A系ラ ッ ト肝 に欠損して い る こ とを報告した｡
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こ れ らの 結果から､ D A系ラ ッ トにおける極度 に低 い deb ris oquine 4
位水酸化活性は ､ 主 と して ､ 本活性を触媒するP-4502 Dサ ブ フ ァ ミリ
ー に属する P-450分子種の含量 が ､ D A系ラ ッ トで低 い た めと考えら
れる ｡
D A系ラ ッ トを用 い ､ P-4502 Dサブ フ ァ ミリ ー に属する P-450分子
檀 (2 D) が触媒する代謝如芯を検索する こ とは簡便かつ 有用な手段で
ある と考えら れ る ｡ 本章で は ､ pr opr a n oll連続投与 によ っ て代謝活性
が低下する反応 にお ける､ 2 Dの 関与を調べ る ため ､ ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ
ー ム にお けるpr opr a n oll､ bunitr olol､ およ びIidKain e代謝の D A系ラ ッ
トとの 間の系統差を詳細に調べ ､ D A系ラ ッ トで活性の低い反応とp 叩ra,
n olol連続投与の影響を受ける反応 との 関係を調 べ た ｡ また､ 各薬物の
代謝活性の kin edc sの系統差と各代謝活性の 阻害kin etics を調 べ る こ と
によ り､ D A系 ラ ッ トで 欠損した p-450分子種 の酵素反応速度論的性
質に つ い て考察した｡
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第1節 雌雄 Dark Ago uti(D A) 系ラ ッ ト にお ける debris oquin e4位
水酸化反応の低活性
D A系雌性ラ ッ ト は ､ deb ris oquin e4位水酸化活性が顕著に低 い ラ ッ
トとして知られて い る が ､ 同系統 の雄性ラ ッ トの肝薬物代謝静性に関す
る知見 は意外に少な い ｡ 本章で種々 の肝薬物代謝活性 の系統差を調 べ る
にあ た っ て ､ まず､ 2 Dの 関与 が知られ て い る debris oquin e お よ び
imipr a min e代謝活性の系統差を雌雄 で比較 した ｡
【実験結果】
1 - 1 Debris oquin e4位水酸化活性の性差､ 系統差
雌雄 spr agu eDa wley (S D) 系､ wista r系お よ びD A系ラ ッ トの肝
ミ ク ロ ゾ ー ム における debds oquine 4位水酸化活性 (基質濃度: 50
FJ M debris oquin e) を Fig.2-1 に示した o 従来から報告さ れ て い る よう
に ､ D A系雌性ラ ッ トの debris oquine 4位水酸化活性は ､ 他系統 に比
べ 顕著に低か っ た｡ また ､ DA系雄性ラ ッ トにお い て も､ 同雌性ラ ッ ト
に比 べ ると 2倍程度高 い もの の ､ 他系統の雄性ラ ッ トに比 べ る と､ 20%
以下 の 活性 で あ っ た ｡
一 方､ 系耽差ほ ど顕著で はな い もの の ､ い ずれの系統に お い ても ､ 雌
に比 べ 雄 で有意 に高 い 静性が得られ た ｡ また ､ deb ds oq血e 4痘水酸化
活性 のkineticsに は ､ 2相性が認め られ て い る こ とか ら [44] ､ 南朝
(K m 約 10FL M と 約8 00iL M [44] )の Vm a xの 目安となる基質濃度
50FL M と 2 m M に おける debris oquin e4位水酸化活性を 雌雄 w ista r系
およ びD A系 ラ ッ トで 比較した と こ ろ ､ 両基質濃度にお い て認め られた
系統差は同程度 であ っ た
■
(Fig.2-2) 0
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1 - 2 Imipr a min e代謝に おける性差､ 系統差
h ipr amine 2位水酸化お よ び Ⅳ 一 脱メ チ ル化活性 (基質濃度 :5jL M
imipr amin e) の性差､ 系統差を Fig.2-3 に示 した o lmipramine 2位永酸
化活性 に debris oquin e4位水酸化活性同様､ 雌雄D A系 ラ ッ トで S D
系およ び w ista r系 ラ ッ トに比べ低 い値が得られ た . こ れは ､ ヒ ト にお
ける 血ipr a min e2位水酸化活性 に対する代謝経路選択的な遺伝的多様
性 [51,52] と対応する知見であ っ た. こ の 活性に は､ 雌雄 ともS D系
と wista r系 の 間 にも系統差が認め られ たo
一 方､ N 一 脱メ チ ル化反応は ､ い ずれの 系統にお い て も掛こ比 べ雄で
顕著 に高 い 活性が認め られた｡
‾
こ の結果から､ w istar系､ S D系だけ
で なく D A系ラ ッ トにお い て も ､ 雄特異的な分子種p-4 5q2Cllが こ の
反応 に関与する主 た る p-450分子種 で あ る こ と が示唆 された . ま た ､
本活性 にも ､ 雄で S D系とD A系の間に ､ 雌で SD糸と wista r系 ､
S D系 とD A系 と の 間に有意な差 が認め られ た｡
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監考察遜
雌雄 い ずれ にお い て も debris oquin e4位永酸化活性に系競差 (w istar
> D A) が認め られ ､ 本研究で用 い たD A系雄性ラ ッ ト(日本 エ ス エ ル
シ ー (秩) ､ 2 ケ月齢)も､ D A系雌性ラ ッ ト同様､ debris喝uirle4位
水酸化 が他系統 に比 べ 極線に低 い 活性 である こ と が明らか にな っ た ｡
監ahn ら [44] は ､ Fisher系およ び D A系 ラ ッ トにおけるdeb ris oquin e
4位永酸化活性の kin etic sを比較し＼ 同活性 に2相性があり ､ 2 つ の
Ⅴ打払Ⅹ備 に系統差､ 性差がある こ と を認め た o これ に よ り､ 無処理ラ ッ
ト肝ミク ロ ゾ ー ム にお ける 同反応 に遺伝的多塑に関連した分子種 と雄特
異的な分子種の少なく とも 2瞳のP 450分子種が関与する と結論して い
る ｡ Lan.ey ら [43] お よ び chur chillら [49] は ､ S D系ラ ッ トか ら精
製した deb risoquin e4位水酸化を触媒する P-450分子種､(p-450UT-H)
の肝ミ ク ロ ゾ ー ム中含量がSD ラッ トで は性差がなく ､ D A系ラ ッ トで
は雌に 比 べ 雄 で高 い と報告して い る ｡ P-45-0 2Dサブ フ ァ ミ リ ー に属す
る P-450(2 D) は 互 い に免疫学的に交叉する可能性があり､ 特定 の
分子程合量の 正確な定量値を得る こ と は難しい ため に含量 の 性差･に つ い
て明確な こと は言えな い が ､ SD系 や W ista r系ラ ッ トにお い て 認め ら
れ た本活性の性差 は ､ 2 D に属する P-450分子程合量 に性差があ る た
め と い うよ り ､ む しろ性特異的な別の分子種が debris oquin e4位水酸
化 に関与 して い る結果と考えられ るo
wistar 系ラ ッ ト における性差 (活性差の 絶対値) は ､r D A系ラ ッ ト
にお ける性差 に比 べ る とかなり大き い こ とから ､ deb ris oqtin e,4位水酸
化活性 の Wistar系ラ ッ トにおける僅差 は､ 系統 に依存しな い 雄特異的
分子種だけで は説明できな い . 雄特異的なp-4502Cllが関与するimi-
pr a血n eⅣ
- 脱メ チ ル 化活性の系統差は､′雄で は小さか っ た こ とか ら､
p-45 02Cll以外 の雄特異的な分子種が deblis oquin e4位水酸化活性に
関与する もの と考えられた｡
上記の 結果から､ d d)ris oquin e4位水酸化反応の欠損モ デル ラ ッ トと
して雌雄 い ずれ の D A系ラ ッ トを用 い て も問題はな い が ､ debrisoquin e
の ように一陛障異的な分子種が関与する場合もあ るため ､ 系統差と性差を
混同しな い よう に同じ性で の 比較が必要であ る｡
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第2節 雌雄 Dark Ago ud (D A) 系ラ ッ トの代謝活性欠損 に 創ナる
基質特異性およ び代謝経路選択性
前節で ､ ある代謝反応 - の 2 D の 関与をス ク リ ー ン ニ ン グする の に､
D A系ラ ッ トの代謝活性を測定する こ とは有用な手段である ことが示さ
れ た ｡ そ こ で ､ FOPranOlol連続投与に よ っ て活性低下の認め られた種 々
の 代謝反応 へ のdebds oquin e4位水酸化酵素の関与を調べ る た め ､ ラ ッ
ト肝 ミ ク ロ ゾ ー ム にお ける pr opr an ol1､ bu nitr ololおよ びIid∝ ain e代謝
の 性差､ 系統差を検討した｡
【実験結果】
2 - 1 Pr opr a n oll代謝活性
雌雄 w istar系 およ びD A系ラ ッ ト肝 ミク ロ ゾ ー ム におけるpropr ando1
4 ､ 5 ､ 7位水酸化活性および N 一 脱イ ソ プロ ピ)叫ヒ活性 (基質濃度:
5FL M pr opr an ol1) を Fig.2-4 に示 した. pr opr a n ol14 ､ 5 およ び7位
水酸化活性は ､ 雌雄ともw ista r系に比 べ D A系ラ ッ トで顕著に低い値
を示した｡ I W istar 系ラ ッ トで は ､ こ れらの 活性 に性差は認められな
か っ た ｡ D A系ラ ッ トにお い て は､ 雌 に比 べ 雄ラ ッ トで高 い 傾向が認め
られ､ 4位および7位水酸化活性では､ 有意な性差が認められたo
,
一 方 ､
pr opr an olIN
- 脱イ ソ プロ ビ ル化活性に は ､ 有意な性差､ 系統差は認
められなか っ た｡
こ れらの結果から､ pr opr a n oll連続投与に より活性低下 の認め られ
た propr a n oll の水酸化活性 に D A系ラ ッ トで欠損した p-450分子種が
関与する こ とが明らか にな っ た｡
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2 - 2 Bu nitr olo1 4位水酸化活性
Bu ni&oloi4位水酸化静性 (基質温匿: loll ”) の 性差､ 系統差をFl$2-
5 に示 し た ｡ Pr opr an ol1水酸化活性と同様 に ､ 雌雄 とも w istar系に比
べ D A系 で顕著 に低 い 活性 が認め られた｡ こ の こ とか ら､ bu nitr olo且代
謝の大部分 を占める 4位水酸化反応 に2 Dが関与する こ とが示唆された ｡
ま た ､ 本活性 に は ､ D A系だ けで なく ､ Ⅶistar系ラ ッ トにお い て も有
意な性差 (雄>雌) が認め られ ､ ゐb丘squine4位水酸化活性と 同様に ､
本活性に､ 雄特異的分子種 が部分的に関与して い る可能性が考えられた ｡
2 - 3 Li do caine 代謝およ び1ido cain eの 1次代謝物 の逐次代謝に
お ける性差 と系統差
雌雄 wistar系 お よ びD A系ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム における1id∝ ain e
3位水酸化､ N - 脱羊チ ル 化およ びメ チ ル 基水酸化活性をFlg.2-6 に示
した . また ､ 1ido c ain eの 脱 エ チ)i,1ヒ体､ m o n o ethylglycin e xylidide(M E G X)
の 3位水酸イヒ､ N 一 脱 エ チ ル 化活性､ お よ び1i 血 airB の 3位永酸化体､
3-hydr o xylido c ain e(3-OH -L m)の N
一 脱 エ チ ル 化活性を Fig.2-7 に示 し
た ｡ ヾ基質濃度は ､ い ずれも 2 m M と した｡
Lido c aine の 3 つP)1次代謝経路のうちpropr a n oll連続投与 によ る活
性低下 の革められた3位水酸化活性にお い て ､ DA系に比 べ W ista r系
で顕著に高 い 活性値が得られた. 本活性には ､ Whtar糸七性差は なく､
D A系ラ ッ トにお い て は､ 雌■に比 べ ､ 雄 で有意に高い活性が得られた｡
Lid∝ ain eN - 脱 エ チ ル化およ びメ チ ル基水酸化活性に ほ ､ 雌雄 とも系
統差は認められず､ 性差 に つ い て は Fishe r系ラ ッ トで の 報告 [53] と
同様に ､ Ⅳ 一 脱 エ チ ル化活性 で雌 に比 べ 雄で約10倍 ､ メ チ ル基水酸化
活性で雌 に比 べ 雄七約 2倍高 い 活性値が得られ た｡
Lid∝ aine の 1次代謝物の逐次代謝に つ い ても
J
､ M EGX の3位水酸化
活性に1idx由ne3位水酸化活性と同様に ､ 顕著な系統差(wIStar> D A)
が認められ､ M EGX およ び3-OH -L D の N 一 脱 エ チ ル化活性 にIid∝aine
の Ⅳ 一 脱エ チ ル化活性と同様に系統差 はなく ､ 性差 (雄 >雌) が顕著で
あ っ た ｡
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こ の こ とか ら､ 旦i 血cain eおよ びそ の代謝物 の3位水酸化活性の み を､
D A系ラ ッ トで欠損した p-450分子種が触媒する こ とが示され ､ 2 D
の 関与が示唆され た｡
監考察遜
Propra n olo14位水酸化反応 に は debris oquin e型 の 遺伝的多型 が ､ N
- 脱イ ソ プロ ビル 化反応 に は mephenytoin 型の 遺伝的多塑が､ ヒ ト の
血 ylvo の デ ー タから報告され て い る [15-17] . また ､ 血 yl
'
細 におい て
是;雷;%ri;qbTln et4荒欝Efl)Bf5Llnap≡p
4
r
5
a
O
hS:.7芸認諾言還'%芸 i
分的に阻害する こ と が辛陪 されて お り [12] ､ 2 D が触媒する反応の 1
つ と考えられるo 最近 ､ pr opr a n ol15位水酸化活性も 4位同様､ P如
の肝ミ ク ロ ゾ - ム で 低 い と の報告があり [54] ､ 2 Dの 関与が示唆さ れ
て い る . 本実験 で得られ?=､ pr opr a n ol1 4 お よび5位水酸化活性の顕
著な系統差も､ 上記の ヒト にお ける結果と良く ⊥ 致 して おり ､ ラ ッ ト肝
に 如 ､て も2 Dが､ こ れらの反応を触媒する主 たる分子種 で ある と考え
られ る｡
⊥ 方､ 同様に系統差 が認め られた pro占TanOlo1 7位水酸化は ､ ラ ッ ト
の みに認められ る反応でヒ トで は ほとん ど見 い 出されて い な い [29] ｡
D A系ラ ッ ト に欠損し† debrisoquine 4位水酸イヒや propr a n*1 4 ､ 5
位永酸イヒに関与する P-450分子種とそれに対応する ヒ ト p_450(P_450
2D6) は代謝経路選択性が若干異な るも の と考えられる｡ これ と同様に､
ヒ トで ほ比較的マ イ ナ ー な経路であ る1itkxairE53位水酸化に つ い て も､
明確な系統差が認められ ､ ラ ッ トにお い て 2 D は1ido caine の代謝に代
謝経路選択的に関与する こ と が認め られた｡ Lido c血 e は pr opr a n ollと
両様､ ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ ⊥ ム に おける sparteine の代謝を競合的に阻害す
る こ とが知られ てい る [70] 0 SparteirE は2 Dの 基質であ る ことか ら､
代謝阻害 は1ido c ain e3位水酸イヒ反応 との 間の 競合阻害で あると推定 で
きる ｡
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Sche m e2-1 Metabolicpa血w ays of hdK ainein ratliv er micr o s o m e s･
Arro w s: E =令 ,3-hydro xylation; 軒 , N -de ethyla血 n;
m ethyl-hydro xylado n
Abbr eviatio n s:3- 0 Ⅰi L D,3-hydr o xylido c ain e; M EGX, m ono ethyl
glycin e xylidide;Me- OH L D, m ethy坤ydr oxylid∝ aine;3-OH M EGX,3-
hydro xym ono ethylglycinexylidide;GX,glycinexylidide
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u あc ain eは 3位水酸化ある い は N - 脱 エ チ ル化を受けそ れぞれ3-0Ⅲ -
L Ⅱ)､ M EGX を生成する (sche m e2-1) o こ れらは ､ さ ら におの お の N
一 脱 エ チ ル 化お よ び3位水酸化を受け､ 同 一 の 2次代謝物 3-hydroxy-
m o n o ethylglycinexylidie を生成し､ M EGX に つ い て は ､ こ れと ほ別 に
N 一 脱 エ チ ル化も受けglycine xy以ideを生成する [55] o こ の 脱 エ チ ル
化経路問およ び3位水酸化経路間には互 い に競合阻善が認め られて おり
(平行代謝経路間相互作用) ､ 基質およ び代謝物の同 一 部位 の代謝に同
一 の酵素 (秤) が関与する こ と が示唆されて い る [55] ｡ 本実験はこ れ
を支持する結果であり ､ こ のうち ､ 3位水酸化反応に系統 に特異的な､
脱 エ チ ル化反応 に性特異的なp 4 50分子種が関与する こ と が示され た .
こ こ ま で示して きた い く つ かの 反応と同様に ､ bu nitr olo14位水酸化
活性にも､ 2 Dが関与する こ とが推定で きた｡ ヒ トにお い て も本反応は
主 た る代謝経路である ため ､ ヒ トにおける bu 血 olo1 の体内動態に遺伝
的因子が関与する可鎗牲が考えられた. ID W
'
Y Oの 薬物の体内動態で は ､
低基質濃度で貢献度が大き い ､ K m の 小さ い 酵素が重要と なる ため､
D A系ラ ッ トで欠損した酵素活性の酵素反応速度論的性質を
とが必要となる ｡
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する こ
第3節 雌雄 Dark Agouti(D A)系ラ ッ トの代謝活性欠損 における
基質濃度依存性
雌雄 D A系ラ ッ ト肝 ミク ロ ゾ ー ム にお い て種々 の 薬物の代謝活性が檀
端に低 い事実が p-450分子種の 量的な差に よ る の か ､ 質的な差 に よ る
の かを判断する
■
には ､ 代謝kin etic s実験に よる Km ､ V m ax の 比較が有
力な証拠とな る｡ また､ ある反応 の )
'
D yl
'
v oで の 重要性 に関して ､ Km
値の 大小 が重要な指標となる｡ そ こ で ､ bu nitr olol､ pr opr a n oll お よ び
1ido c ain e 代謝活性 の kinetic sに おける系統差を詳細 に検討 し､ D A系
ラ ッ トに欠損した P-450分子種の酵素反応速度論的性質を検討した ｡
【実験結果】
3 - 1 Bu nitr olo14位水酸化活性の kineticsにおける系統差
S D､ W istar およ び D A系雄性ラ ッ トの 肝ミ ク ロ ゾ ー ム に おけ る
bu nitr olo14位水酸化活性 の Km ､ V m a x償を Table2-1 に示した . K m
備に顕著な差がなく ､ D A系ラ ッ トに おける本反応の顕著な低活性が､
D A糸ラ ッ トの V m a x値が他系統 の それ に比 べ 顕著 に低 い こ と に起因
して い る こ とが明らか にな っ た o こ の こ とか ら､ bunib:olo14位水酸化
を触媒する酵素の含量 が ､ D A系ラ ッ トで少な い もの と判断で きた-o
3 - 2 n･opr an oll代謝 kin etics における系統差
Prqpran olo1 4位水酸化活性の kin etic sの 典型的な 一 例を Fig.2-8A に
Eadie-Hofste eplot で示 した ｡ Fig.2-8B に はその 点線内の拡大図を示し
た｡ 雌雄 w ista r､ D A系 い ずれに つ い て も 2相性が認められた｡ 系続
差は特に低基質濃度 で 認 め られ ､ D A系 に比 べ ､ W istar系で高 い 活性
値が得られた ｡ また ､ Wistar系ラ ッ トで は､ 実験した濃度範囲で性差
は認め られず ､ D A系で は､ 低基質濃度にお い て雌 に比べ雄で高 い 活性
値が得られ た｡ Fig.2-9 に示 した propr an ol1 5位水酸化活性に つ い て
も ､ こ れと 同様の結果 が得られた｡
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Tab le 2 - 1 E in etic pa r a m ete r s fo r bu ni七r olo1
4 - bydr o xyla s e a ct iv i ty
S tr ain/Se x Km
(yLM)
Vm a x ･
(n m ol/m上n/mg)
S I)/m ale
W is ta r/m ale
D A/m ale
0 . 8 4 土 0 . 0 5
1 . 3 6 土 0 ｡ 21
0 . 7 1 土 0 . 0 5
2 . 05 土 0 . ll
喜:57呂‡呂:去芸A
Ea ch v alu e r epr e s e nt s t he m e a n土 S E of t hr e e
dete r min at lo n s.
A .･■ Sign i f ic a ntly di f fe r e nt fr o m S I)r at s (P(0 . 0 1)｡
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こ れ らの 活性値から､ 2 つ の 反応の Em j3よ びV max 億を非線形最
小二乗法 (simple x法) により算出しTabk2-2に 4位水酸化活性､ Table
2-3 に5位水酸化活性 の Km ､ V m ax 値 を示 した ｡ 両反応 とも約 10 0
倍の親和性 の違 い の ある酵素系が触媒する反応であり､ おの お の の Ka
備に性差､ 系統差ほ認 め られなか っ た o ま た､ Vm a x
l
で 示 した high-
afFlnity phas eの Ⅴ
●
m a xが ､ 4 ､ 5位水酸化活性の い ずれ に お い て も､
DA系 に比 べ W istar系 で ､ 雄にお い て約 10倍 ､ 雌で約 20倍の 高 い値
が得られた o ま た､ Vm a x
2
で 示した1o w- afiniwphas eの V m a xに つ い
て も系統差が認め られ たが ､ Vm a x
l
に比 べ る とその 差は小さく ､ 4位
永酸化活性で 2倍から3倍､ 5位水酸化活性に おい ても系統差は4倍程
度であ っ た o 一 方 ､ bistar系ラ ッ トにお い て は Vm a x値 の性差 は認め
られず ､ D A系ラ ッ トに お い て は ､ 両反応の Vr m xl､ Vm a x2とも､ 雌 に
比 べ 雄 で 2倍の 値が得られた｡
放opraJIQlo17位水酸化お よび Ⅳ 一 脱イ ソ プロ ビ ル化活性の Km ､ Vm ax
値をTab k 2 4およ び2-5に それ ぞれ示した. 両活性は､ 1 つ の M ichaens_
Me nte n式で解析された｡ 7位水酸化活性の Km 値は､ Table2_2 お よ び
2-3 に示 した4位､ 5位水酸化活性の high- affinlty pha s eの Km 値と同程
度の値が得られた｡ ま た､ こ れら と同様に ､ W istar系を DA系と比 べ
る と ､ 雄に お い て 約 10倍 ､ 雌に お い て 約 20倍高 い V m a x値が得られ
た｡ さらに､ 性差も D A系の み で認め られた｡ 一 方､ Ⅳ 一 脱イ ソ プロ ビ
ル化活性 の K m 値は ､ 4位 ､ 5位水酸化活性の lo w- affinty phase と同
程度の Km 値が得られ ､ K m ､ V m a x催 とも顕著な系統差は認められ
なか っ た ｡ こ れらの 結果から､ 無処理 ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ム にお け る
pr opr an ol1代謝は､ K m の約 1000倍異な る少なくとも2 つ の 酵素系に
より角蝶 され､ その うち親和性の高い群がDA系ラ ッ トで欠損した酵素､
即ち 2 D依存で ある と考えられた ｡
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Tab le 2 - 2 K in et ic pa r a m ete r s fo r pr opra n olo1 4
- hydr o xyla s e a ct iv i ty
S t工･ ain/Se x
(,
K
;1) (pm ｡Yブ芸誌′mg) (芸琵2) (,mo;ヲ芸;孟′mg)
Wis.
ta r/m ale
W ista r/fe m ale
D A/m ale
D A/fe m ale
0 . 2 2 5土 0 . 0 2 9 2 3 0. 3 土 2 3. 3 2 0 8土 2 5 4 7 0･ 3 ＋ 7 0.0
1 8 0土 1 0 4 62. 3 土 77.1o ' 1 9 9土 0 ' 0 2 9 2…喜;≡:
' 4
害;…三b 至冒….･三言…芸3:喜‡芸三:去0 . 1 6 7土 0 . 0200 . 2 0 6土 0 . 0 2 4
Ea ch v alu e r epr e s e nt s t he m e a n土 SE of fo u r
a a nd A: S igni f ic a nt ly d i f f.e r e nt fr o m Wista r
s e x (pく0 .0 5 a n d P〈O . 0 1, r e sp e ct iv ely).
b a nd B: S igni f ic a nt ly d i f fe 工
･
e nt fr o m m ale
str ain (P〈O . 0 5 a nd P〈O .0 1, r e spe ct iv ely).
dete r min at io n s.
r ats fo r 七be c o r r e spo ndi
r ats fo r 七he c o r r e spo nd i
Ta b le 2 - 3 K in etic pa r a m ete r s fo r pr opr a n olo1 5
- hydr oxyla s e a ct ivi ty妻
S tr ain/Se x
(y
K
;1) (,m ｡;フ三言去′mg) (y
K
z2) (,m .;ヲ芸…孟′mg)
Wista r/m ale
W ista r/fe m ale
D A/male
D A/fe m ale
0 . 1 1 3土 0 .0 3 2 4 7. 9 5 土 5 . 1 4 1 2 3土 2 4 128 . 2 土 27.6
1 8 2土 7 1 1 3. 6 土 1 3.g
≡;…芸……;≡喜
5
…;
4
:…葦…;……会b 壬写…‡…≡ 三言:≡‡芸:42芸
Ea ch v alu e‾ r epr e s e n七s t he m e a n土 SE of fo u r dete rmin at io n s･
a a nd A .
･ S ign i f ic a nt ly d i f fe r e nt fr o m W ista r r ats fo r t he c o r re sp o nd i
s e x (p<o . o 5 & nd P<0 .O 1, r e spe ct iv ely).
b: S igni f ic a nt ly d i f fe r e nt fr o m m ale r ats fo r t he c o r r.e spo nd ing str a
(pく0. 05).
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Table 2 - 4 K in etic pa r a m ete rs fo r Pr O Pra n Olo1
7 - hydr o xyla s e a ct iv i ty
S tr ain/Se x Km
(JAM)
Vm a x
(pm ol/min/m g)
W ista r/m al e
W ista r/fe m ale
D A/m ale
D A/fe m ale
0 . 212 土 0 ｡ 0 16
0 ｡ 1 8 6土 0 . 0 1 7
0 . 1 8 2土 0 . 01 7
0 . 1 8 9土 0 . 01 5
2 5 5. 0 土 3 4. 7
2
2:≡;…董
3
…;…AA B
Ea ch v alu e r epr e s e nt s 七be m e a n土 S E of
fo u 工. de te r min at lo n s.
A : S ign i f ic a ntly di ffe r e nt fr o m Wista r r ats
fo r the c o r r e spo ndin g s e x (P〈O . 0 1).
B : S ign i f ic a nt ly d i f fe r e nt fr o m m ale r ats
fo r the c o r r e spo ndin g str ain (P〈O . 0 1).
Tab le 2 - 5 Ein e tic pa r am ete r s fo r pr opr a n oloI
N - de sis opr op yla s e a ct ivity
S tr ain/Se x Kn Vn a x
(yM) (pm o1/min/mg)
W is ta r/m ale
W ista r/ fe male
D A/m ale
D A/fe m ale
1 72 土 2 1
15 8 土 7
1 9 6土 1 4
19 5 土 14
103 9 ＋ 2 2 1
108 3土 2 28
9 3 2土 1 9 0
7 63 土 84
Ea ch v alu e r epr e s e nts the m e a n土 S E o f
fo u r dete r min atio n s.
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3 - 3 . Lido cain e代謝kin e也csにおける系耽差
雌雄 w ista rお よ びD A系 ラ ッ ト肝 ミク ロ ゾ ー ム にお ける 払d∝ ain e3
位水酸化､ N - 脱 エ チル化およ び メ チル 基水酸化静性の琴mこ V - x値
を Table2-6 - 2-8 に示 した ｡ 3位水酸化およ び Ⅳ - 脱 エ チ ル化活性 は
1相で ､ メ チ ル基水酸化活性は 2粕で解析され ､ こ の うち ､ 系統差 の認
め られ た 3位水酸化活性 の Km 値が最も小さく､ 低基質濃度で重要な
反応 である こ とが示された . 本活性に お い て もK m 備 に系溌差､ 性差
は認められず､ V m a x債 の 大小が活性の系統差の要因 とな っ て い る こ
とが明らかにな っ た ｡ 草た､ 性差が顕著 であ っ たⅣ 一 脱エ チ ル化活性お
よ び2相で解析された メ チ ル基水酸化活性 に は ､ 雌雄とも V m ax 値に
系統差 は認 め られなか っ た ｡
【考察】
本節で用 い た性差､ 系統差の認められた い ずれの基質に お い て も ､ そ
の 代謝 kin etic sの E▲m 備 に性差､ 系統差は認め られず､ 活性 の 性差､
系競差が Vm a x値 に起因して い る こ とが明らか に な っ た ｡
zysset ら [46] は de xtr o m etho rpha nの 0
- 脱メ チ ル化活性の Km 値
が､ S D系ラ ッ トに比べ D A系で顕著に大き い ことを報告して い る ｡ し
か し､ 1相で の 解析結果の ため､ D A系 ラ ッ トに おける同活性の high-
affintyphas eの 欠損を､ 見かけ上 Km の系統差と誤認して い る可能性
も考えられる . また ､ 先にも触れたよう に ､ Kahn ら [44] は､ Fishe r
およ びD A系 ラ ッ トに おける debris oquin e4位水酸化活性 の kin etic sを
比較し､ 同活性 に 2相性があり､ 2 つ の V m a x備 に系統差があ る こ と
を認め､ K m 備 に差 はな い と報告して い る ｡ こ れらの こ とか ら､ 種々
の肝薬物代謝活性 の性差が p-4502Cll等の分子種の雌雄で の 含量 の差
に基づく よう に [56] ､ W istar と D A系ラ ッ トの 間の 肝薬物代謝活性
の系統差も､ そ の 反応を触媒する P-450分子種の含量 の差 によ ると判
断で きる ｡
5¢
T& b le 2 - 6 Kin et ic pa r a m ete r s fo r l i dot) ain e
3 - hydr oxyla s e act iv i ty
s tr ain/Se x Km
(yM)
Vm a x
(n m ol/m上n/mg)
W ista r/m ale
W ista r/fem ale
D A/m ale
D A/fe m ale
2 ｡ 1 1 土 0 . 2 6 0. 4 1 3土 0 . 0 9 6
≡
.
:……
一
重…‡……
-
≡;喜…喜葦§;§喜…芸B
Ea ch v alu e r epr e s e nts 七he m e a n土 S E of
a a nd A: S ign i f ic a nt ly d i f fe re n七 fr o m
c o r re spo nd in g s e x(P〈O . 0 5 a nd p<0 . 0 1,
a: S igni f ic a n七1y d i f fe r e nt fr o m m ale
c o r r e spo nd in g s tr ain (P〈O . 0 1).
fo u r de 七e r min at io n s
W ista r r ats fo r t he
r e sp e ct iv ely).
r ats fo r the
Tab lep2 - 7 K in et ic pa ra m ete rs fo r l i do c ain e
N - de et hyla s e a ct ivi ty
S tr ain/Se x Km
(岬)
Vm ax
(n mol/m上n/mg)
W ista r/m ale
W ista エソfe m ale
D A/m ale
D A/fe m ale
3 7 8土 7 5
5 5 4土 1 0 3
2 4 5土 4 0
4 6 8土 8 0
2壬:87去
'
.
4
.:至2B
2王:三芸
'
.喜:去;a
Ea ch v alu e 工･epr e S e ntS t he me a n 土 S E of fo u r dete r min a七io n s･
B: Sign i f ic a nt ly dif fe r e nt fr o m m ale r ats fo r
the c o re spo nd ing st工
･ain (P〈O . 0 1).
Tab le 2 - 8 K in et ic pa r a m eter s fo r l ido c ain e m et hy1
- hydr o xy1& s e a ct ivi t
s tr ain ′Se x
(y
K;1, (n m o言フ三言孟′mg' (,
K;2, (n m o‡ヲ孟記′m g)
W ista r/m ale
Vista r/fe m ale
D A/m ale
D A/fe m ale …萱:.喜董…･;萱§蔓喜看萱董§享eo萱董gi.:……H:喜享§葦轍
Ea ch v alu e r epr e s e nts t he m e a n土 S 玉:o f fou r dete 工
､
m in at io n s･
b: S ign i f ic a nt ly d i f fe r e nt fr o m m ale r ats fo
r the c orr e spo nd in g
str ain (P〈O .05).
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Propranolol の代謝k ineticsに お い て ､ V m a x備 に顕著な系統差が認め
られたの は､ 4 ､ 5 ､ 7位永酸化活性の い ずれも Km 催の小さ い 相 (晦h-
affinity pha s e) で あ っ た (Fig. 2-8,2-9､ Table2-2,2-3,2-4) 0 Bo obis ら
[45] は､ bufuralo1 1
' 位水酸化活性に お い て ､ hrigh- affinity phas eの
Vm a x償の みが D A系 ラ ッ トで低 い こ と を示して お り､ pr opra n ololと
類似 した結果を得て い る ｡ また ､ 本実験 で ､ 1ido c ain e代謝に お い て 系
統差 の認めら れた 3位水酸化反応も high- affimity の 反応 で あ っ た . こ の
こ とか ら､ D A系ラ ッ トに欠損した P-450分子種は他系統 にお い ても
肝ミ ク ロ ゾ ー ム 中で の 含量 は多くな い が ､ propr an ol1や1ido cain eに対
し､ 親和性 が帝く､ in viv oで重要な酵素 で ある と推定 で きる ｡ 実際､
Guttendorf ら [57] は ､ S D お よびD A系雌性ラ ッ トに pmpranoiolを
経口投与した後の未変化体の血中濃度を測定し､ そのA U C がD A系ラ ッ
トで顕著 に大き い こ と を示して い る ｡ 本結果を ､ ヒ トに直接結び つ ける
の は難し い が ､ debds oquine型の 遺伝的多型が多く の薬物に認め られる
側面 に は ､ こ れ に関わ る p-450分子種の広 い 基質特異性だけで なく ､
こ の ような､ 酵素反応速度論的な特性も少なからず関係して い るも の と
考えられ る｡
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第4節 馳opr a n ollお よ び1id∝ ain eの代謝阻害に お ける代謝経路
選択性
薬物代謝に debris oquin e代謝に関与する P-450が関与する可能性を調
べ るため ､ その 基質として知られてい る薬物を阻害剤として用 い ､ 阻害
形式､ 阻害定数を調 べ る こ とが額繁に行われ て い る ｡ D A系ラ ッ トにお
ける薬物代謝 の低活性 の み で は ､ 2 Dサ ブフ ァ ミ リ ー に属する P-4 50分
子種 (2 D) の関与を断定する の は不完全 で ある と考え ､ pr opn n oloL
lid∝ aine に対する阻害実験を行 っ て ､ 系耗差の結果 との 関係を調べ たo
阻害剤と して 2 Dの 基質で あ る debris9quin e､ de sipr a min eの 他に ､ 1idoI
c ain eで はpropr an ol1､ pr opr a n oll ではh d∝ ain eの 阻害効果も測定した○
監実験結果ヨ
4 - 1 Deb ris oquin e､ de sipr a min eお よび1id∝ aine によ る
pr opr a n oll代謝の 阻害
無処理 wistar系雄性ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム お よ び 1/∠ M pr opr a n oll
を含む反応混液中 に､ debris oquin e､ desipr amine ある い は1ido cain eを濃
度を変えて添加した場合の propr a n oll の4 ､ 5 ､ 7位水酸化およ びⅣ
- 脱イ ソ プロ ピルイヒ活性を､ 阻害剤無添加時の活性を100と して ､
Fig.2-10 に示 した｡ Pr opr a n oll の い ずれ の 反応 に対して もdeb ds 叩in ら
によ る阻害が認められたが ､ その 効果は小さく ､ 水酸化活性を50 %阻害
する に propr a n oll の50倍以上 の debds oquin e濃度を必要と したo ま
た ､ 代謝経路に より阻害の程度が異なり ､ N - 脱イ ソ プロ ピ)vlヒ活性に
対する効果が､ 最も小さ い こ とが示された｡ De sipra mineによ る 阻害は ､
debris oquirx:に比 べ 1 オ
ー ダ - 強く ､ か つ 水酸化活性 に対して選択的な
阻害効果が得られた o Lido caine によ る 阻害 は､ de sipr amine よ りやや弱
く ､ debris oquine に よ る 阻害 と同様の代謝経路選択性が認め られた.
こ れ ら薬物に よ る pr opr a n oll水酸化活性 の 阻害 は競合阻害であり､
Table2-9 に 阻害定数 (Ki) を示した｡ Debris oquine､ de sipr a min eおよ
びkd∝ ain eに よ る 阻害定数､ Ki値 は ､ それぞれ､ Table2-10に示したo
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Fig.2-10 Effe cts ofdebrisqum e,de sipra min e and lid∝ ain e o npropr a
-
●
nololm etabolism inratEver micr o s om es.
Re s ults ar e e7(Pr e s s ed a sper c ent ofthe a ctlV ltyin the abs e n c e of
inhibito r. 0 , ◎ , △ 叩d A sho w41 , 5- , 7-hydroxylatio n a nd N-
de sis opr op ylatio n, r e spe ctiv ely. Activity w a s as s ayedatapr opr a noloI
c o n c e ntr a血n of 1pM ･ Ea ch valu e represe ntsthe m e an± S Eofthr e ede
-
term lnat10 n S.
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Tab le 2 - 9 =nh i b ito ry c o n s七a nt s fo r pT OPr a n Olo1 4 - , 5 -
a nd 7- hyd王･0 Ⅹyla s e a ctivitie s
Re a ctio n
Inb i b i七o T
4 - 5 - 7 -
hydr o xyla tio n hydr o xyla 七io n hydr o xyla 七io n
Ki(pM) Ki(pM) Ki(pM)
Debris oquin e 8. 8 7 3 ｡ 2 9 15 . 1 8
De s lpr a min e 0 . 5 3 3 0 . 4 74 0 . 5 5 3
Li do c ain e 2. 4 8 1 . 9 3 2 . 03
Ea ch v alu e r epr e s e n七 s 七he m e a n of 七w o o rt hr e e
de te r min atio n s.
Table 2 - 1 0 Micha el is - 凹e nte n c o n sta n ts fo r
debris oquin e 4 - , de sipr anin e 2
- a nd
l i do c ain e 3 - hydr o xy1& s e a ctivitie s
Re a ctio n Km(pM)
Debris oquin e 4 - hydr o xylatio n
De slpr a min e 2 - hydr o xylatio n
1喜:芸;Zb)
Li do c ain e 3 - hydr o xylatio n 2 . l l
a) Kahn et a1 . [4 4]
b) Cb i ba et al. 【5 8】
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既に報告さ れて い る debris oquine 4位水酸化活性の high- aff＋inty phas eの
Km 値､ desipr a min e2位水酸化活性の Km 億､ およ び本章第3節 に示
した 1ido cain e3位水酸化活性の Km 備 に比較的近 い値 が得ら れた｡
4 - 2 Debris oquifle､ desipramine お よ びpr opra n ollに よ る
1ido c血 e代謝の 阻害
無処理 wi･star系雄性ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム およ び5 p M iid∝ ain eを
含む反応混液中に ､ debrisoquine､ de sipr amine ある い は pr opr an ol1を濃
度 を変え て添加 した場合の 1id∝ ain eの 3位水酸化､ Ⅳ 一 脱 エ チ ル化お
よ びメ チ ル 基水酸化活性を 阻害剤無添加時を 100 と して ､ Fi畠.2-11 に
示 したo pmpr a n oll添加 により1id∝ ain eメ チ ル 基水酸化活性に ､ また､
desipramin e添加に よりメ チ ル基水酸化お よ び N 一 脱 エ チ ル化活性に減
少傾向が認められたが ､ こ れら の薬物に よる 阻害は ､ 3位水酸化活性に
対し選択的で あ っ た ｡ また､ 3位水酸化活性に対する阻害の強さ は ､
propr a n oll>desipr a min e> deb ris oquine の 順で あ っ た .
こ れら薬物 に よる 五d∝ Ane3位水酸化活性の 阻害も競合阻害で あり､
Table2-11 に Ki催を示した o pr opr a nolol永酸化活性と同様に ､
debris oq血 e､ de sipr a min eお よ び1ido c ain eに よ る 阻害の Ki億 は ､ それ
ぞれ Table2- 12に示した既 に報告され て
_
い る debrisquin e4位水酸化活
性の high- affinityphas eの Km 倍 [4 4] ､ de sipra min e2位水酸化活性 の
Km 値 [58] ､ およ び本章第3節 に示した1ido caine 3位水酸化活性 の
Km 備 に比較的近 い 億が得られ た｡
【考察ヨ
Desipr amin eはpr opran olol の水酸化活性を選択的に阻害した｡ 阻害定
数､ Ki償と desipramine 2位永酸イヒ活性の K m 億 と ほ ぼ - 敦 した こ と
から､ de sipramine の 2位水酸化と propr a n oll の水酸化は ､ 同 一 の 酵素
(罪) により触成されるこ とが示唆された . こ の こ とか ら､ pr oF an01d
の水酸化反応 には 2 D の 関与する可能性が考えられ る . bbrisquirE)に
よ る 阻害が弱か っ た事実は ､ debris oquin e4位水酸化の Km 値 が ､
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Fig･2-11 Effe cts ofdebrisoqul ne, de sipr amin e andpr opr a n ollo nlido
-
c ain em etabolism in ratliver mic ro s o m e s.
Res ults are expr e s s ed aspe r c e nt ofthe a ctlVlty l nthe abs e n c e of
●
inhibitor. 0 , @ and A sho w3-hydr o xylatio n, N -de ethylatio n and
m ethyl-hydro xylatio n, r e spe ctiv ely･ Activity w a s as s ayed atalido cain e
c o n c e ntr ation of5pM . Ea ch valu erepre s e nts the m e an± SE of thⅠ℃e
dete min ations.
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Tab le 2 - l l Inh i b i七o ry c o n sta n七s fo r
l i do c ain e 3 - hydr o xyla s e a ct ivity
=nh ibito r Ki(yM)
Dedris oquin e
A
De s lpr a min e
Pr opr a n olol
12. 5 土 1 . 4
0 . 5 72 ＋ 0 . 1 1 2
0 . 0 9 6土 0 . 0 1 3
Ea ch v alu e r epr e s e nt s the m e a n土 S E
of thr e e de te r min atio n s.
Tab le 2 - 1 2 1i c ha el is - Me nte n c o n sta nt s fo r
de bris oquin e 4 - 1 de s IPr a min e 2 - ? pr opr an olo1
●
4 - , 5 - , a nd 7- hydr o xyla s e a ctivitie s
Re a ctio n Km(pM)
Debris o quin e 4 - hydr o xyla七io n
De s lpr a min e
●
pr opr an o loI
Pェ･O pr a n OloI
Pr opr a n olol
2 - hydr o x yla 七io n
4 - hydr o xylat io n
5 - bydr o xylatio n
7 - hydr o xylatio n
1喜:49;2b)
0 . 2 2 5
0 . 1 1 3
0 . 2 1 2
a) Kahn et a1 . [4 4]
b) Ch iba et al. 【5 8】
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pr opr a n oll水酸化の K m 値 に比 べ 約100倍大き い ､ つ まり2 D に対す
るdebrisoquin eの 親和畦が pr opr an ol1 に比 べ ､ 極 め て'l､さ い こ とに起
因 して い る ｡ 高濃度 の deb ris oquin e添加 によ り ､ 2 D によ らな い lo w-
affinty の 酵素も影響を受け､ それが ､ N 一 脱イ ソ プロ ビル化活性の 阻
害と
.
して 現わ れた とも解釈される｡
Lid∝ ain eの 場合 に は ､ desipr amine､ debris oquine によ る阻害は3位水
酸化活性に選択的であり､ 2 Dが1idocain e代謝に対し､ 3位水酸化に
選択的に関与して い る もの と推定できるo 放opran olo1と hd∝ aine の 間
の代謝部位選択的な相互作用も､ pr呼ra nd dの 3 つ の水酸化反応と故 地
3位水酸イヒ反応の 2 Dを競合する相互作用 で あると考えられ る｡ と こ ろ
で ､ Al- Asady ら [34] は ､ propr an ol1によ る 1ido cain e3位水酸化活性
の 阻害を報告して い る が､ その 阻害形式を決定できなかっ た ｡ 前章でち
触れたが ､ こ れ は ､ 彼 らが用 い た反応時間6分の間に1id∝ ain eの 3位
永酸化体 が逐次代謝を受ける こと以外 に､ 阻害剤 と して用 い た pr opr a-
n ololが ､ 払d∝ ain eよ り速く代謝を受け､ 消失したた め と考えられるo
2 Dの 基質とな る薬物を阻害剤とした propr an ollおよ び1ido c ain e代
謝の 阻害実験からも､ pr opr a n oll水酸化お よび1idoc ain e3位水酸イヒ反
応に対する2 Dの関与が､ 他の経路の反応に比 べ ､ 大き い こ とが示唆さ
れ ､ 先 に示したDA系ラ ッ トにおける代謝経路選択的な低活性とよく対
応した ｡ しか し､ 阻害剤と阻害を受ける薬物間で､ 酵素と の 親和性が大
きく隔た り､ 非常に高濃度 の阻害剤を添加した ため ､ 目標 と した酵素､
ある い は基質結合部位だけ - の影響を見る ことが できず､ ､ 系統差ほ ど､
明快な代謝経路選択性は得られなか っ た｡ 1 つ の代謝反応 には 1 つ の代
謝酵素だけが関与する の で はな い の で ､ 特定の 酵素の特定の代謝反応 -
の 関与を ､ 阻害実験だけから決定する の は無理があると考えら れた｡
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/l､ 括
前章で propr anolol連続投与によ っ て代謝活性 の低下 が明らか にな っ
た debris oquin e､ imipramine､ pr opr an ol1､ bu niuololおよ びIidQCai益e を
基質と して ､ それらの ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム における代謝の系統差､ 悼
差および阻害剤の添加効果を測定する こ と により以下の 知見が得られた ｡
1) Debds oquin e代謝の 欠損モ デ ル として知られ て い る D A系雌性ラ ッ
トと同様に ､ 雄性ラ ッ トにお い ても debris oquin e4位水酸化活性お よ
びimipra mine 2位水酸化活性 がS D および w ista r系雄性ラ ッ トに比 べ
て有意 に低 い こ とが明らか にな っ た ｡
2)系統差ほ ど顕著 で ほな い が ､ こ れ らの活性 に有意な性差 (雄>雌)
が認 め ら れ ､ D A系ラ ッ ト に欠損 した P-450分子種に加え ､ 雄特異的
な分子種の関与が考えられ た ｡
3) 上記 の debris oquin e､ imipr a min eと同様に､ propr a n oll連続投与に
よ る活性低下 の認め られ た propr a n ol14 ､ 5 ､ 7位水酸化､ bu ni 血1o1
4位水酸化およ び1ido cain e3位水酸化活性に つ い ても wistar系 に比 べ
雌雄DA系ラ ッ トで顕著に低い 活性が認められ ､ こ れらの 活性に D A系
ラ ッ トに欠損した 2 Dサブ フ ァ ミ リ ー に属する P-450分子種が関与す
る こ とが示唆され た ｡
4) B mitrolol､ pr opr an ol1お よ び1id∝ ain eの代謝kin edc s実験で ､ い ず
れ の 反応の K m 備 にも系統差 はなく､ V m a x値 に系統差が認め られた.
こ れ ら薬物の代謝活性 の系統差は ､ P-450の 質的な差で はなく､ 量的な
差 つ まりD A系ラ ッ ト における 2 Dサ ブフ ァ ミ リ ー に属する P-450分
子種 の低含量 によ る こ とが示唆され た ｡
5) 複数 の代謝経路を持つ pr opranololお よ び1idoc ain eに おける ､
D A系ラ ッ トで の 低 い 活性 は ､ pr opranolo14 ､ 5位水酸化 の bigb-
affinty phas e､ 同7位水酸化､ 1ido caine 3位水酸化反応 で認め られ た ｡
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こ れ らの 反応 は Km が小 さく ､ 低基質濃度で重要な反応であり､ D Å
系ラ ッ ト で欠損した p-450分子種は こ れら薬物 に対して 弥酔隆が高 い
こ と が示さ れ た ｡
6) propr a n oil お よ び 1ido cain e代謝に対する 血bris oquin eお よ び
desipr a min eに よ る 阻害実験から､ propr a n oll水酸化およ び1ido cain e3
位水酸化静性に射し選択的､ か つ 競合的な阻害 が得られ､ こ れらの 凪芯
に対する 2 Dサ ブ フ ァ ミ リ ー に属 する P-450分子種 の関与が示唆さ れ
た ｡ 加えて､ ･両薬物 の 間にお い て ､ 代謝経路選択的な､ 競合的な相互作
周 が認め られ た ｡
以 上述べ た鍔果から ､ propr a n oll連続投与に よ っ て代謝活性が低下
する反応 に は ､ 2 Dサブ フ ァ ミ リ - に属する P-450分子種が関与する こ
とが示唆され た ｡ こ れ らの 結果を､ 酵素分子 レ ベ ル で 実証するた め ､ 吹
章で は ､ 2 Dサブ フ ァ ミ リ ー に属する P-450分子種を精製し､ こ れ らの
反応 に対する関与を直接調べ る こ と に した ｡
61
実験の 部
本章の実験法の大部分 は第1章と重複するため ､ それ以外の 部分を以下
に示す｡
1 . 実験動物 :
雌雄 wistar系ラ ツ ナ (2 ケ月齢) は高杉実験動物 (秩) より購入 し
た ｡ 雌雄 D A系ラ ッ ト (2 ケ月齢) は日本エ ス エ ル シ ー (株) よ り購入
した ｡
2 . Lido cain eの 1次代謝物の代謝活性の測定
3-OH -LⅡ) の代謝は ､ 1ido cain e同様､ 反応時間 2.5分と し､ M EGX の
代謝は反応時間 10分で行 っ た ｡
3 . 代謝kinedc s実験
B mitrolol､ propran olo1およ び1id∝ aine の代謝kin edcs実験は ､ それぞ
れ ､ 基質濃度 o.1 - 3 000〃 M ､ 0.2 - 10 00/∠ M お よ び 1 - 3 0 00〝 M で
行 っ た｡
4 . 代謝阻害実験
5fL M の 1ido c ain eに対 し､ d9bris oquine (0 - 400FL M) ､ de sipr amin e
(o - 30/∠ M) およ びpropr a n oll(0 - 10 〃 M) を添加した｡ また 1
FL M の pr opr an ol1に対 し､ debris oquin e(0 - 40 FL M) ､ de sipraJnie
(o - 40〝 M) およ び1ido c ain e(0 - 150 〝 M) を添加した｡ 阻害の
kin etics実験で は 1.25 - 10 ” M のIido cain eに対 し､ debris oquin e(0 - 20
FL M) ､ desipr amin e(0 - 2FL M) およ び pr opr a nplol(0 - 1FL M) を添
加した｡ ま た ､ 0.25 - 1.5/` M の pr opr a n ollに対 し､ debds ∝luin e(0 -
20jL M) ､ desipra mine (0 - 5FL M) およ び1ido cain e(0 - 5fL M) を添
加した｡ なお ､ pr opr a n ollを阻害剤とした とき､ Iid∝ ain e代謝も反応時
間30砂で行 っ た ｡
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5 . 非線形最小二乗法 によ る k inetic パ ラ メ ー タ の算出
代謝kineticsの パ ラ メ ー タ は ､ Km ､ V m a xおよ び Kiは赤線形最小
二乗法 により求め た. ア ル ゴリズム として､ Simple x法 [59] を用 い たo
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第3章 cytochro m e P-4 5 02 Dサ ブ フ ァ ミ リ - に属す る
p -45 0分子種 (p-4 5 0 BT臥) の 精製 と諸性質
ヒトで debds oquin e型の 遺伝的多型 が知られて い るimipramine 2位水
酸化 [51,52] .
pr opr a n ol15 ､
水.酸化活性も､
と が示され た ｡
pr?pra n olo14位水酸化活性 [15
-17] だけ で なく ､
7位水酸化､ bu nitr oloi4位水酸イヒお よ び1ido c ain e3位
雌雄D A系ラ ッ ト にお い て ､ 他系統に比 べ 顕著に低 い こ
こ の こ と か ら､ p-4502Ⅰ)サ ブフ ァ ミ リ ー に属する 1 つ
あ る い は複数の P-450分子種 (2 D) が こ れ らの 反応 に関与する こ と
が示唆さ れ た ｡
Debr&oquin e4位水酸化活性を触媒し､ D A系ラ ッ ト で含量 の低 い
p-4 50 分子種 に ほ ､ 2 種の P-450分子種が報告され て い る ｡ La rry ら
[43] ほ ､ debr如quine4位水酸化活性を指標にP-450U T 胡を精製し､
そ の肝ミ ク ロ ゾ ー ム の 含量 がS D系に比 べ D A系で非常に低 い こ とを級
告した. Go n nle zら [10] は ､ detykcq血 e4位如財ヒ活性を持つ P-45 以bl
お よ び抗 p-4 50dbl抗体 と交叉する P-450db2を精製した｡ また ､ こ の
抗体を用 い て ､ 2 つ の cljN Aを単離し､ こ れらを コ - ドするP-450を
2Dサ ブ フ ァ ミ リ ー に分類し､ P-4502 D l(P-450dbl) ､ P-45 0 2D2(P-
450db2) と命名した｡ さらに ､ M ats unaga ら [50] は､ p-450dbl を コ
ー ドして い る mR N Aが D A系ラ ッ トに欠損して い る こ とを見 い 出し､
D A系ラ ッ トにお ける deb ris oquin e4位水酸化 の低活性が p-450dbl の
欠損 に よ る もの で ある と報告した｡ 前述の P-450UT-H も ア ミ ノ酸配列
ほ示され て い な い も の の ､ その 触媒活性等から 2i)サ ブ フ ァ ミリ ー に
分類さ れて い る ｡
これら の報告から､ D A系ラ ッ トにおける種々, の 薬物の低静性に は､
2Dサブ フ ァ ミリ ー に属する P-450分子種が､ 重要な役割を果たして い
る と考えられ るが､ 上記の種々 の 凪芯の低活性のすべ て を説明できるか
どうか は明らかで はな い ｡
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本章 で は ､ 2D サ ブ フ ァ ミ リ - に属する P-450 分子種を新た に精製
し､ 上記の 反応 - の 関与を調べ る こ と に した ｡ 先 にも触 れたか､ debri-
s oquin e4位水酸化活性 に は 2相性 が認め られ ､ 複数の 酵素が関与 して
い るだけでなく ､ 基 質濃度によ っ て関与の程度が異をる こ とが考えられ
る . そ こ で ､ 精製の 指標と して ､ D A系ラ ッ トで顕著な低活性が認めら
れ た反応のうち ､ 1相で解析さ れ ､ 定量感度が良好な bu nitr olo14位水
酸化活性を伺 い た ｡ 精製 p-450は ､ N 一 末端 ア ミ ノ酸配列な ど､ タ ン
パク質としての静性質を調べ ､ 既 に知られて い る 2 D との比較を行 っ た｡
さ らに ､ 再障成実験およ び本精製酵素に対して作成した抗体によ る 阻害
実験に より ､ 本酵素の 基質特異性を明らかに した｡
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第1節 cyto chr om eP-450BT L の精製と タ ン パ ク 質と して の 諸性質
種々 の系統 の ラ ッ ト肝 ミク ロ ゾ ー ム を用 い た予試験で ､ 最も高 い
bu nitr olo14位水酸化活性 が ､ S D系雄性ラ ッ トで得られ た . S
.
D糸嬢
性ラ ッ ト の 肝 ミ ク ロ ゾ ー ム を酵素源 と して ､ 低基質濃度(10fL 叩 で の 活
性を指標 に ､ 3 つ の カ ラ ム (w - amin o ∝tyl-Sepha ro s e4 B(S野4 B)タラ
ム ､ D E A 玉-5P W カラムおよ び hydr o xyapadte (H A) カ ラ ム) に より､
bu n血olo14位水酸化活性を触媒する P-4 50(p-450B T L) の精製 に成功
したo 得 ら れ た P-450B T Lは ､ ス ペ ク トル 的性質お よ び N 一 束端ア ミ
ノ酸配列を調 べ ､ N - 末端ア
.
ミ ノ酸配列 に つ レ?て は ､ 既知 の 2Dサ ブ
フ ァ ミリ ー に属する p-450分子種 (2 D) と の 比較を行 っ た ｡
【実験結果】
1 - 1 P-450B T Lの 精製
A . ” - Am ino o ctyl-Sephar os e4 B(S E P 4B) カ ラ ム
SD系雄性ラ ッ ト肝 ミク ロ ゾ ー ム を コ ー ル 観で可溶化し､ ポリ エ チ レ
ン グリ コ ー ル (P モG) 分画を行 っ た o 次に ､ 最初の カ ラム ス テ ッ プとし
て ､ P-45 0U T- H の 精製 [43] に用 い られ た ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム で あ
る SE P4 Bを用 い た ｡ p EG 分画後 の■ミ ク ロ ゾ ー ム を sE P4 B一に ア プライ
し､ P-450の カ ラ ム から の溶出を 4 17n m の 吸光度で モ ニ タ ー した o オ
ー バ ー チ ャ ー ジ と考えられ るP 450が洗浄操作に よ っ て溶出したため ､
p-45 0の 溶出が検出されなくな っ て から､ 0.1 % の エ マ ル ゲ ン911(E
911) を含む緩衝液を加えた｡ その結果､ 溶出ピ ー ク (P l) が認め ら
れ ､ P lの 溶出後､ E911を1 % に増加させ た と こ ろ ､ P l に比 べ 鋭 い
ピ ー ク と して溶出 (P 2) が認 め られた (Fig.3-1) 0
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P l画分お よ びP2画分をそ れ ぞれ プ - ル して ､ その 一 部を取り活
性を測定 した と こ ろ､ 南 画分 にb皿itの且ca4位水酸化活性が認 められ た .
また ､ SDS ポリ ア ク 1)ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動 (so s-P A G E) を行 っ た
と こ ろ､ P l画分に比 べ P 2画分 の ほうが蘇4 50相当 (分子量約5万)
の バ ン ドが濃く ､ 他の バ ン ドが少をか っ た こ と から (Fig.3-2). ､ P 2画
分 を次の カ ラ ム ス テ ッ プ へ 進め た ｡
B . D E A 臥5P W陰イ オ ン交換カ ラ ム (D E ÅE-5P W)
弱陰イ オ ン交換カ ラ ム で ある D E A E-5PW を伺 い ､ H P LC によ り精
製を行 っ た ｡ Fun a eと Im a oka [60] は､ 本カ ラ ム を周 い て 6種類の P-
450 を 同時 に精製して おり ､ 量的 に少を い P-450 に対 して も有効であ
る｡ H PL Cの移動相に酢酸ナトリウ ム の リニ ア ダラ ジ ュ ン トをかけて ､
p-450の 溶出 を行 っ た o こ こ で は ､ 417n m にお ける吸光度 の他に ､ 各
フ ラ ク シ ョ ン の P-450 濃度お よ び n m oI P-45 0当りの bunitroloi4位水酸
化活性も測定した｡ イ ン ジ ュ ク トされ たP 2画分の大部分 が カラ ム に敬
着し､ こ れ ら は比較的高 い 塩濃度 で溶出した (Fig.3-3) 0
p七50 はい く つ かの ピ ー ク に分かれた が､ い ずれも ブロ ー ドであ っ た o
また ､ 活性も広 い範囲に分布したが ､ p 450の分布と は 一 致してお らず､
大き'な p-450の ピ ー ク の 直前の P- 450濃度が低い と こ ろ で ､ 最も高 い
bu nitr olo1 4位水酸化活性が得られ た｡ こ れ らの フ ラク シ ョ ン の SDS-
pÅGEを比較する と ､ 分子量 5万付近に共通の濃い バ ン ドが見られ ､ そ
の 前後 にも いく つ かの バ ン ドが見られた (Fig.3-3) ｡ この う
■
ち､ 最も活
性の高か っ た 3本の フ ラ ク シ ョ ン (No.28 - 30) には ､ 共通 の バ ン ドの
みが認め ら れた た め ､ こ れ が bu nitr olo14位水酸化活性を有する P-450
の バ ン ドであ る と考えた｡ しか し､ こ れ以外の フラ ク シ ョ ン で認め られ
た共通の バ ン ドの前後の∨､く つ かの バ ン ドは､ 移動相の改良､ D 邑岨-5P W
へ の再度のイ ン ジ ェ ク シ ョ ンや ､ 陽イ オ ン交換カラ ム な ど他の カ ラ ム に
よ っ ても分離でき なか っ たた め ､ D E A E-5P Wか ら溶出した フ ラク シ ョ
ン の うち ､ 共通の バ ン ドの み を持 つ フ ラ ク シ ョ ン をプ ー ル したo
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プ ー ル した フ ラ ク シ ョ ン に は ､･分子量 約5万の バ ン ドの 他 に3万付
近 に別 の 1 つ の バ ン ドが認 められ た ｡ こ の低分子量 の不純物は､ 先に逮
べ た P-450UT- H や P-450dbl の精製にお い ても認め られ ており､ Larrey
ら [43] は ､ P-450 U T-H の精製過程 で ､ H Aカ ラ ム で こ れを除 い た と
こ ろ ､ debrisoquine4位水酸化活性が極端に低下 し､ ま た ､ 完全 に は除
去 で きなか っ た と報告して い る ｡ 一 方､ Go n z ale zら [10] は ､ こ れを
除か な い ままp-450dbl の精製標品と して い る ｡ そこ で ､ 本実験で も ､
こ の バ ン ドを除く こ と は せ ず､ H A カ ラム で E911を除 い たもの を精
製標品と し､ p-450 B T Lと命名した｡
C . 精製過程で の 比含量 の推移
P-450B T L のSDS-P AGE の泳動像を Fig.3-4 に示した｡ P-450B T Lの分
子量 は 49,000 で､ 不純物の分子量 は 32,000であ っ た o ま た､ 本精製
過程 の タ ン パ ク量 ､ p-450量 およ び p-450比含量 の推移を Table3_1
1
に
示 した ｡ 本酵素は ､ 比含量 5.02n m ol/mg protein で ミク ロ ゾ ー ム (0.64
n m oumg protein) の 約8倍 で あ っ た o Bu nitr olo14位水酸化の 比活性は
9.45 nm ol/min/n m oI P-45 0であり､ ミ ク ロ ゾ ー ム (2.40n m oVmirdn m oI P-
450) の 約 4倍で あ っ た ｡
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Ta ble 3 - 1 Pu ri f ic a七io n o f P- 4 5 0 B TIJ fr om ユiv e r mic ro s o m e s
o f m a le S D r ats .
Fr a ctio n Pr otein P - 45 0 Spe cif ic Yield
c o nte n七
Fr ac t io n
Mic ro so n e s
P E G
Se pha 工
, OS e 4B
DE A 玉- 5 p W
Hydr o xya pa t 土te
mg n mo l n m ol/mg
2 2,310 1 4,050
8,444 8I6 9 7
33 4
.
6 8 4
2 .29 1 1. 1
1 . 3 4 6 . 7
0 . 6 4
1 . 0 3
2 . 05
4 . 8 4
5 . 02
1 0 0
61. 9
4 ｡ 9
7 . 9 Ⅹ 1 0- 2
4 . 8 Ⅹ 10 - 2
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1 - 2 P-4 50 B mの ス ペ ク トル 的性質
p-450B m の酸化型絶対ス ペ ク トル およ び還元型C O結合絶対ス ペ ク
トル をFig.3-5 に示したo p-450BT Lの酸化型絶対ス ペ ク ト ルは ､ 417n m
に So r et帯 の ピ ー ク をもち ､ 570n m と540n m付近 にそれぞれ α 帯およ
びβ帯をも つ こ とから､ 典型的な低ス ピ ン 型の p-450で ある こ とが示
され た . ま た ､ C O結合型絶対ス ペ ク トル は 447n m に Soret帯の ピ ー
クが認め られ た｡
1 - 3 P-450B T L のN - 末端 アミ ノ酸配列
p-450B T LをsDS-P AGEに付 し､ その ゲ ル からP V D F膜に トラ ン ス
プロ ッ トした後､ 分子量 50,000の タ ン パ ク に つ い て N - 末端ア ミ ノ 酸
配列分析を行 っ た｡ p-45 0B T L のN 一 束端ア ミ ノ酸配列を Fig.3-6 に示
した o ま た ､ 本研究で は ､ D A系ラ ッ トで活性の低か っ た bu nitrolo14
位水酸化活性を指標 に精製を進め た た め ､ 得られ た p-450 B Tい まp-450
2Dサ ブフ ァ ミ リ ー .に属する と考えられる の で ､ 既 に ア ミ ノ酸配列の報
告され て い る 2D サ ブ フ ァ ミ リ ー に属する P-450分子種の 配列も併記
し [50,61] 比較した｡ Ⅰ'-450B T L の決定された 21番目まで の Ⅳ 一 束端
アミ ノ酸配列にお い て ､, P-45 0 2D 2とは､ Ⅳ 一 束端から10番目の ア ミ
ノ 酸 1個が異な る の みで ､ 94 % の 相同性が得られた｡ こ の こ とか ら､
P-450Pn も p-4502 Dサ ブ フ ァ ミ リ
ー に属する と考えられたo 一 方､
2D サ ブ フ ァ ミ リ ー に属する他の P-450(P-4502 Dl,2D3 - 2 D5)[50,61]
との相同性 は50%以下 であ っ た ｡
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d
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4
9
4
4
4
監考察ヨ
S D系雄性ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ゾ ー ム より ､ bu nitrolo14位水酸化活性を
持 つ P-4 50(P-450B m) の精製 に成功したo こ の精製段階での 特徴的な
点と して ､ SE P 4 B で溶出液の E911濃度を 0.1 から 1 % に上げる こ と
に よ り､ S O S-p A G E上泳動バ ン ドの少な い ､ 新 たな ピ ー クが得ら れ た
点があるo PL450B nは､ こ の フラク シ ョ ン から得られた ことから､ sE P4B
と の 親和性が相対的に高い 分子種 で ある と考えられた . 一 方 ､ p-45 0は
D E A R-5P Wか らは ブロ ー ドに溶出 した o 今回は ､ 他 の分子種を排除す
る こ と に より､ 精製標品を得た が ､ 必ずしも精製に適した カ ラ ム で はな
い と思 わ れ る ｡ また ､ p- 450 B T Lの 収率は ､ 比含量か ら判断して 0.05
% と低 か っ ゎが ､ S EP4 B での オ ー バ ー チ ャ ー ジと ､ D E A E-5 PW で P-
450を多く含む フ ラク シ ョ ンを対象からはずした こ とが ､ そ の主な原因
と考えられ るが ､ P-450B TLの 肝ミク ロ ゾ ー ム 中で の含量 が低い 可能性
も考えられ る｡
ま た ､ p-450の 比含量 が比較的低か っ た が ､ そ の 一 因と して ､ 分子量
32,00 0の 不純物の混入が考えられ る ｡ こ の蛋白質の素性 は今 の と こ ろ
不明で ある o P-450dbl､ P-450U T-H でも報告されて い る [10,43] の で ､
2 Dの 特徴で あり､ こ れを除くと活性が低下すると報告され て い る こ と
か ら､ 2 Dに よ る薬物代謝機構を調べ る上の 重要な手がかりになる可能
性がある ｡
p-45 0BT Lは ､ その N 一 末端ア ミ ノ酸配列から､ p-4502Dサ ブフ ァ
ミ リ ー に属す る こ と が示 された｡ さら に､ P-4502 D 2に類似した新規
の P-450と考えられ る . しか し､ N 一 束端21個の ア ミノ酸で の 比較で
ある た め ､ p-4502D 2とは全く異な る か､ ある い は逆 に､ p-450 2D 2そ
の も の で ある可能性も否定できな い ｡
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第2節 p-450B n の再構成系に お ける触媒活性
Btlnitmlo14位水酸化活性を指標として精製さ れ た pi45O8 T Lほ ､ そ
の N 一 束端ア ミ ノ酸配列からp-4502 Dサ ブフ ァ ミ リ ー に属する分子種
である こ と が示唆 された ｡ こ れ に よ り ､ 2 Dサ ブフ ァ ミリ ー に属する
p-45O分子種 (2 D) の基質を効率 よ く代謝する と考えら れ る o 本節で
は まず､ p 450B nの再構成系 にお け る deb ris oqtlin e4位永酸化活性を
測定し､ 既知の 2 Dの 活性償と比較した o また ､ D A系ラ ッ トにおける
低活性から､ 2 Dの 関与が示唆された propra n ollと 五do cain eを基質と
して ､ 同様の測定を行 い ､ こ れら の代謝に対する触媒活性を調 べ た ｡
【実験結果】
2 - 1 PL450 B T Lに よる bunitr olo14位水酸化活性の kin edcs
p-450B T L の再構成系 によ るkin edcs実験を行 い ､ bu nitrolo14位水酸
化活性 の Lin e w e a v e r- Btlkplotを Fig.3-7 に示した o 非線形最,l､二乗法
に より得られたbu nitmlo14位水酸化活性の Km 値 は 10.7fL M ､ V m ax
値は19.7 nm oymidn moI P-450 であり､ ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム における
同反応の Vm a x値に比 べ約10倍 の値を示したo こ の こ とから, p-45GB T L
が､ 無雑哩ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム におい て ､ 同反応を触媒する主た る
p- 450分子種である可能性 が示さ れた . しか し､ K m 倦 もミ ク ロ ゾ ー
ム の K m 値 (前章､ Table2-1) と比較して約10倍 の値であ っ た o 再構
成系に添加する膜成分 が､ その系 での 活性を左右する こと が報告されて
い る [62] o 本実験で は ､ dihuroylphoghaddylcb lin e(D L PC) を 1)
ン脂質として添加した が､ ミク ロ ゾ ー ム と再構成系で の膜成分を形成す
るリ ン脂質の違 い が ､ 基質と p-450と の 親和性た影響したも の と考え
られた. しか し､ 肝 ミク ロ ゾ ー ム における本反応 に P-450B T L以外 の
Km 値 の小 さ い P-450分子種 の関与も考えられ るo
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2 - 2 P-450 BTL の debrisoquin e､ propr a n ollお よ びIido c ain e対する
代謝活性
再構成系に お ける P-450B T L の deb ris oquin e､ propranololお よ び
Iido cain eに対する代謝活性を Table3-2 に示し､ 無処理 ラ ッ ト肝ミク ロ
ゾ ー ム にお ける活性値と比較 した. 再構成実験 は ､ P-450 B T Lと各基質
と の 親和性を堆定す声た め ､ 高低 2点の 基質濃度で行 っ た ｡
p-450B T Lは ､ 基質濃度50〃 M お よ び1m M い ずれにお い ても ､ 高 い
debrisquine 4位水酸化活性が認め られ ､ n moI P-450当 りの 活性値は ､
ミ ク ロ ゾ ー ム の 3.3倍 で あ っ た ｡ また ､ P-450B T Lは pr opr a n oll の4 ､
5 ､ 7位水酸化 およ び Ⅳ 一 脱イ ソ プロ ビル化反応 の いずれ に対 して も触
媒活性を示した ｡ い ずれ の 経路 にお い ても 5 /` M の活性値 に比 べ ､ 1
m M の 活性値が約 10倍高く ､ 5 〃 M で は ミク ロ ゾ ー ム と同程度の値 で
あ っ た が ､ 1 m M では特 に 5 ､ 7位水酸化活性 で ミ ク ロ ゾ ー ム の 4 倍
の 値が得られ た ｡ P-450B T L のpr opr anolol Ⅳ 一 脱イ ソ プ ロ ビル 化活性
は ､ 高基質濃度 に お い て ミ ク ロ ゾ ー ム の値を下回 っ た｡ ま た ､･li血 血 n e
を基質とした場合､ 経路選択的な代謝活性 が見られ ､ 10/` M ､ 2m M の
両基質濃度にお い て ､ ミク ロ ゾ ー ムを上回る3位水酸化活性が認め られ
たが ､ N - 脱 エ チ ル化活性およ びメ チ ル基水酸化滑性は検出限界以下 で
あ っ た｡
2 - 3 p- 450B T Lと 12種の 精製 p-450分子種 と の代謝活性の 比較
･ ･ ･ - Bunitrolol､ deb ris oquin eお よ びIid∝ ain eを基質と して
大阪市大医学部､ 船江良彦博士より供与された1 2種の P-450分子種
とp-450B T Lとの bu nitr olol､ debris oquine およ び1id∝ aine 代謝活性を比
較したもの をTab b 3- に示した｡ Bu nitr old 4･位水酸化活性 (基質濃度:
10p M お よ び 1 m M) は ､ p-45 0B T Lの ほ か p-450M C-5(P-4501 A l) の
み に認め られた が ､ どち らの基質濃度 にお い て も ､ p-45 0B T Lの 方が高
い 値を示し､ その 差 は低基質濃度で顕著であ っ た ｡ Detris ∝luine4位水
酸化 (基質濃度: 50〃 M お よび2m M) に対して は ､ 低基質濃度で は､
p-45 0B T L以外に活性を持 つ 分子種は認め られなか っ たが ､ 高基質濃度
$0
Ta b le 3 - 2 Ca talyt ic a ct ivit ie s of pu rified P - 4 5 0 B T L
in a r ec o n sti tuted system a nd in l iv e r nic roson e s
o b ta in ed fr o m 皿 ale S D r ats .
Re a ct io n Subs七ra te Activity
co nc entra t io n
(yM) (n m o1/min/n m oI P
- 4 5 0)
De bris oquin e
4 - hydro x ylatio n
Pro pr a n olo1
4 - hydr?Ⅹylat io n
Pr opr an olo 1
5 - bydr oxylatio n
Pr o pr a nolo 1
7 - bydr o xyla t io n
P工･O pr a n Olo I
N - de sis opr op ylatio n
Lido c ain e
3 - bydro xyla七io n
L i do c ain e
N - de et byla 七1o n
Lido c ain e
凹e t hy1- hydr o xylatio n
5 0
2 0 0
5
100 0
5
1 0 0 0
5
1 0 0 0
5
1 0 0 0
1 0
2 00 0
10
2 00 0
10
2 000
P - 450 BT L
2 . 22
5 . 6 3
0 . 2 4 4
2 . 3 4 8
0 . 1 96
1 . 3 9 2
0 . 5 5 0
2 . 8 4 0
0 . 084
0 . 8 50
1 . 45
2 . 6 9
hl ic ro so m e s
O. 653
1 . 87 8
0 . 34 4
1 . 5 18
0 . 1 01
0 . 35 2
0 . 37 9
0 . 7 1 0
0 . 076
1. 6 6 7
1 . 09
1 . 1 0
N D 1. 23
N D 28 . 17
N D 0 . 08 8
N D 0 . 3 7 1
A r e c o n stitu ted syste m c o ntain ed P- 4 5 0B T L (50 pmo 1),
N A D P H- P - 4 5 0r edu cta se (0 . 5 u nits), di la u=･o ylpho sphati dy1 -
cholin e (5 Jig), S Od iu m cholate (0 ･ 1 mg) a nd an N A I) P H-
ge n e r ating syste m .
De bris oquin e , pr opra n olol a nd l idoc ain e w a s in c uba ted
fo r 1 0, 4 a nd 5 min , r espe c七土v ely
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Tab le 3 - 3 Co znpa ris o n of c atalyt ic a ct iv i t ie s of v a rio us P
- 4 5 0 is o 2;y me5
in a ェ･e C O n St itute d syste m
Re a ct io n B T L
a)- D Bb) L I DC) L Z Dd) L Z I)e
4 - 0壬Ⅰ 4 - O H 3 - O H 凹E G X 凹e - O H
Co n c･(p凹) 1 0 1 0 0 05 0 2 0 0 0 1 0 2 0 0 0 1 0 2 0 0 0 1 0 2 000
ど - 4 5 0s
B T L
I) T- 1 b(2 C 7)
ロT - 2 (2 C l l)
I) T- 4 (2 A 2)
p B- 1 (3 A 2)
p B- 2 (2 C 6)
p B- 4 (2 B l)
P B- 5 (2 B2)
凹C - 1 (1 A 2)
凹C - 5 (1 A l)
D hl (2 E l)
エF - 3 (2 A l)
ど- 2 (2 C 12)
9
0
●
●
4 5
5 5
1 3. 8 2. 2 2 5. 6 3
1 . 4 9
1 . 5 5
1 . 2 1
2 . 2 4
2 . 18
1 . 4 7
1 . 3 9
1 . 4 4
5 . 2 1 . 6 8
1 . 2 1
1 . 4 6
1 . 7 7
1
0
I
●
4 5
3 2
2
1
●
I
6 9
8 6
_
ど)
5 . 5 1 8 0.7
1 0. 9
6 .1
0 . 7 2 1 5. 1
2 . 4 3 8 6.5
0 . 6 3 6. 5 0. 4 1
1 . 2 8 1 5.3
5 . 1
0
2
0
4
0
.54
.63
51
00
30
2.20
Fo r bu ni tro lo l m etabol is m, a r e c o n st i tuted s yste m co nta in ed
ト 4 5 0 (2 5 pムo1), N A D P H- P - 4 5 0 r edu cta s e (0 .2 5 u nits),
pho spbat i dylc bol in e (5 ♪g), s od iu m cbola te (0 ･ 1 m g) a nd
ge n e r at ing syste m .
Fo r debris oqu in e a nd l i do c ain e m eta bol is m, a pu ri f ie d P
- 4 5 0
a pu rif ied
d i la u r oyl･
& n N AI)PH･
(5 0 pm ol)
a nd N A D P H- PT4 5 0r edu ct& se (0 ･ 5 u ni ts) w e re u苧e d･
Bu nitr olol , de br is oqu in e, a nd l i doca in e w as i nc ubated fo r 1 0, 10 a nd 5…
min , r e spe ct iv ely.
Act iv i t ie s w e r e e xpr e s s ed a s n m ol/m in/n m oI P- 4 5 0.
a)
b)
c)
d)
e)
ど)
Bu ni tr olo1 4- hydr o xyla s e a ct iv i ty
Debr is oqu in e 4
- hydr o xyla s e & ct iv i ty
L i do c ain e 3 - bydr o xyla se 8 C t iv i ty
L i do c ain e ” - de et hyla s e a ct iv i ty
L i do c ain e m ethy1
- hydr o xyla s e a ct ivi ty
n ot de te ctab le
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で は ､ p-450B T L の活性の 50%以下 で ある が ､ い ずれ の.P-450分子種
にも活性が認め られ た｡
また ､ Iid∝ ain e代謝 (基質濃度: 10FL M お よ び 2 m M) のうち ､ p-
450B T Lが触媒活性を示した1ido caine 3位水酸化反応に は ､ 既 に報告
さ
.
れて い る よう に [33] ､ p-450MC- 1(P-4501 A 2) の み に活性 が認め
られ たo Bu nitrdo14 位永酸化反応 と同様 に､ どち らの 基質浪度 に お い
て も､ p-450 B n の方が高 い 活性を示し､ その 差は低基質濃度で顕著で
あ っ た｡
ど考察】
P-450B TL は ､ bu nitrolo1 4位水酸化だけで なく ､ debris oquin e4位水
酸化に対して も高 い触媒活性を示し､ Ⅳ 一 末端ア ミ ノ酸配列の結果とあ
わせ て ､ 本酵素が ､ 2 Dサ ブ フ ァ ミリ ー に属する P-450分子種 (2 D)
で あ る こ と が明らか にな っ た ｡ P-450 BTLと ､ 既 に報告さ れて い る ラ ッ
ト肝から精製され た2 Dの debris oquine 4位水酸化活性を Table314 で
比較した｡ こ れらは ､ 酵素源､ 反応条件､ 定量法等が異な るため ､ 十 概
に
L
は その 大小を議論 し難 い が ､ p-450B T L のdebris oquin e4位水酸化活
性は ､ p-45 0dbl お よ び p-4 50UT- H のそれに匹敵する償を示したo 前節
で p-450B n と p-450db2(2 D2) の Ⅳ 一 末端ア ミ ノ酸配列の類似性か
ら､ p-450B n が p-450db2その も の である可能性も示唆された｡ しか
し､ p-450db2 のdeb ris oquin e4位水酸化活性は極 めて低 い こ と か ら
(Table3-4) [10] ､ P-450 B T Lは p-450d b2と は異なる分子種であり ､
2Dサ ブ フ ァ ミ リ ー に属する新規の P-450で ある可能性があ る｡
前章 で も述 べ た が ､ ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム に おける debris oquin s4
位水酸化 に は複数の p-450分子種の関与が示唆されて おり､ 実際 Table
3-3 で示 したよう に ､ 高基質濃度に お い て は､ 用 い たすべ て の P-450分
子種が触媒活性を示した. p-450dblお よ び p-450 UT- H の低基質濃度
における debrisoquin e4位水酸化活性が測定されて い な い ため明確な
こ とは言えな い が ､ p-45 0B T Lは ､ 低濃度 にお い ても本活性を効率よく
触媒する こ とか ら､ 本活性の high- affinity phas eに関与する主たる分子
種である と考えられる ｡
$3
Tab le 3 - 4 Co mpa ris o n of debris oquin e 4 - bydヱ.0 Ⅹyla s e
a c t ivity o f P- 45 0 B T Lw i t h tho s e of P - 45 0 is o zym e s
belo ngin g to P - 45 0 2 Ds ub fa nily .
P - 45 0 is o 2;yn e Su bs tr ate
c o n c e ntエーa tio n
(mM)
Activity
(n m ol/mュn/n m oI P- 450)
P - 4 5 0 B T L 0 . 05 2 . 22
2 5 . 6 3
ど - 450 U T- H
ど - 4 50d b l(2D I
P - 4 50 d b 2(2D 2
1 3 . 5
1 5 . 0
1 0 . 2
The a ct iv ity of P - 4 50U T- H w a s qu ote d fr o m La r r ey e七
al .[43】, a nd t he a ctivitie s of p - 4 50 d bl a nd d b 2
w e r e qu ote d fr o m Go n z ale z et a1 [1 0】.
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p-4 50B T L の bu nitr olo14位水酸化活性の Km 値は ､ ミ ク ロ ゾ ー ム の
それ の約 10倍 で あ っ た (前章､ Table2-1､ 本節 ､ Fig.3-7) ｡ また ､
propra n olol代謝で は ､ P-450B T Lは低基質濃度で触媒活性を示したが ､
高基質濃度 で ほ ､ い ずれの 経路 にお い て も､ ･その 約10倍 の 活性値が得
られ た (Tables-2) . こ の こ とから､ p-450 B nは低基質濃度で のpro-
pranolol代謝に関与す る の の ､ bu nitrolo1 4位水酸化活性と同様に Vm ax
だけで なく Km も ミク ロ ゾ ー ムの 値に比 べ て大き い こ と が示唆され た0
P-450 B T Lはdebris oquine4位水酸化活性以外 に ､ pr opranolo14 ､ 5､
7位水酸化､ およ び 1ido c ain e3位水酸化 に対して も高 い 活性を示した
こ とから､ 2 D が､ D A系ラ ッ トで活性の低か っ たこ れらの 反応に関与
する こ と が示唆さ れた ｡ 一 方 ､ 12種類の P-450分子種を用 い た再構成
実験で ､ P-45 01 A lに bu nitrolo1 4位水酸化活性 が ､ P14501 A 2に
1ido c ain e3位水酸化活性 が認めら れ た｡ こ れ らの P-450分子種は ､ 多
環芳香族炭化水素により誘導され る分子種であ るこ とから､ 無処理ラ ッ
ト肝ミク ロ ゾ ー ム に お ける貢献度 は少な い も の と考えられ る が､ 高基質
濃度 で の高活性を考慮する と､ 高基質濃度における関与は否定で きない ｡
また ､ 系統差 の認め られな か っ たpr opr a n oll Ⅳ 一 脱イ ソ プ ロ ビ ル化反
応 に､ 水酸化よ りは低 い も の の ､ P A50B TLによ る触媒活性が見られた.
こ れら今回の再構成実験の みで は説明で きな い い く つ かの 点の解明も令
め､ 次節で は､ 抗p-450B T L抗体を作成し､ 無処理 ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー
ム の 活性阻害を試み た ｡
p-45 0B T Lと 12種類の精製p-450分子種を用 い た再構成実験から､
detyis oqpin e4位水酸化 に は多く のP-450に触媒滑性が認め られ たo 従 っ
て ､ deb ris oquine4位水酸化酵素と表現して も ､ 必ずしも2 Dを意味し
な い こ と に注意しなければならな い ｡ こ れ に比 べ て､ bunitrolo14位水
酸化や1ido c aine 3位水酸化反応の方 が ､ む しろ ､ 2 D の触媒する反応
として の 特異性 が高 い こ と が示され た｡
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第3節 無処理ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ム の 薬物代謝活性に対する抗pL450m
抗体 の添加効果
前節 で ､ P-45 0BTL が bumitrolol､ debrisoquine､ propran olo1ま∋よ び
Iid∝ aineの代謝に触媒活性を持 つ こ とを示したが ､ 本酵素が肝ミ ク ロ ゾ
ー ム 内で これらの活性 にどの程度関与して い る のか ､ 再構成系で の活悼
億だけ で は判断で きな い o そ こ で ､ P-450B nを感作した ウサ ギか ら得
た血清から ､ p-450B T Lに対する抗体を調製し､ 無処理 ラ ッ ト肝ミ ク ロ
ゾ ー ム における bunib:olol､ debris oquin e､ propr an ol1お よび 止d∝ ain e代
謝に対する同抗体の 阻害効果を調 べ た ｡ 実験に用 い た肝 ミク ロ ゾ ー ム は ､
すべ て 無処理 w istar系雄性ラ ッ トか ら得た.
【実験結果】
3 - 1 We ste rnblot分析 によ る免疫交叉性の確認
we岳tern.blot法を用 い ､ 抗p-450B T L抗体の P-450B T L(4pm ol) およ び
肝ミ ク ロ ゾ ー ム タ ン パ ク (I.5fLg) に対する免疫交叉性を調 べ た結果
をFig.318 に示した. 抗p-450B n 抗体 は ､ p-450B n およ び こ れに不純
物と して含まれる分子量 320ゝ00の バ ン ドの双方を認識する こ とが示さ
れ た｡ また ､ ミ ク ロ ゾ ー ム に つ い ても ､ p-450B nと同 一 の移動度をも
つ バ ン ドと分子量 32,0 00の バ ン ドが染色され､ こ れらを認識する こ と
が確認された. また ､ それ以外の染色は本実験条件(1.5FLgmic x )S O md
pr otein の 添加 ､ 抗血清 200倍希釈液に よ る抗原抗体反応) で は認め ら
れず､ p-4 50 B nと異な る移動度を持 つP-450と の交叉性は な い と考え
られた ｡
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Fig.3-8 W este mblotting analysis of P-45 0B T Land liv er micr o s o m e s.
P-45 0B T L(4pm ol)andliv er micr o s o m es ofmale Wistar r ats(1.5pg)
w e 柁 aPPliedto a10 %slabgel. Afte rpr oteintr a n sfer,themitr ∝ ellulo s e
she et w a s stain edbyu singal/200diludo nofrabbit ands e r a rais edto P-
450 B T L. Thebands re c ognizedbya血 -P-450B T Lw er e stainedwith 3,
-
-
dia min ot* nzidin 叫 02･
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3 - 1 抗 p-450B m 抗体 によ るbunitr olo1 4位水酸化活性の 阻害
再構成系で の P-450B T Lによ る bu nitr olo1 4位水酸化活性 (基質濃
皮 :10FL M bu nitr olol) に対する ､ 抗p-450B T L抗体の添加効果を
Fig.3-9A に示した｡ 抗 p-450B T L抗体 5 mg/n m oI P-450の 添加 により
由u nitr olo1 4位水酸化活性 は 90 0/.以上 阻害さ れ た こ と か ら ､ 同抗体 は
p_4 50BTL を認識し､ 同活性を阻害する こ とが明らか にな っ た ｡
Fig.3-9 Bに は ､ 肝ミク ロ ゾ
ー ム に おけ る bu nitr olo14位水酸化活性に
対する抗p A50 B nの 添加効果を示 し た ｡ Bu nitr olo14位水酸化活性は ､
同抗体o.5 mg/mgmic r o s om alpr oteinの 添加で約90% 阻害され ､ 5 mg/mg
micr o s o m alpr otein の 添加 で 95 %以上 阻害さ れ た ｡ こ の こ と から､ p-
45 0B T Lは無処理 ラ ッ ト肝 ミク ロ ゾ ー ム中 にお い て ､ bunitr olo1 4位永
酸化活性に関与する こ と が示唆され た｡
3 - 2 抗 p-450B T L抗体 によ る debris oqui?e 4位水酸化活性の 阻害
ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム におけ る debris oquin e4位水酸化活性 (基質
濃度 : 50 FL M debris oquin e) に対する抗 p-4 50畠T L抗体 の添加効果を
Fig.3-10に示した. Bu nitr olo14位水酸化活性同様､ 抗 p-450B n 抗体5
mg/mg micr o s o malpr otein の 添加で ､ debris oquin e4位永酸化活性 は 95
o/.以上 阻害さ れ たo こ の こ とか ら､ 肝ミ ク ロ ゾ ー ム におけ る 血bdsqu払e
4位水酸化活性に P-450B T Lが 関与する こ とが示唆された ｡
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Fig･3-9 Inhibido n of b mitrolo1 4-hydm xyla se a ctivityina re c o n stituted
syste m of P-450B T L(A)andinliver micro s o甲e S(B)bythelgG&a cdo n
●
agalnStP-450B T L.
P-450B T L(25pm ol)orliv e r micro s o m e s ofmaleWistar r ats(0.5 mg)
w eI℃Pr ein c ubated with differ e nt am o unts ofand-P-4 50 B T L IgG(㊨ )
or preim m uneIgG( 0 )for30min at25
0
,follo w ed byin c ubatio n
wi thbu nitr olol(10ドM)･ Re s ults ar e e xpr es seda sper c e ntof the a血 vityin
the abs e n c e ofthelgG 丘ac也on.
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丘a c也on.
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3 - 3 抗 p-450B T L抗体 によ る propranolol代謝活性の 阻害
ラ ッ ト肝 ミク ロ ゾ ー ム に おける ､ propran olo14 ､ 5 ､ 7位水酸化お
よ び N - 脱イ ソ プ ロ ビ ル化活性 に対する抗 p-450B T L抗体の添加効果
を Fig.3-11に示 した o 抗p-450B T L抗体 は､ A に示した低基質濃度 (5
〃 M) にお い て は 4 ､ 5 お よ び 7
一
位水酸化活性 を90 %程度阻害した ｡
一 方､ B に示 した高基質濃度 (1m M) におい て ､ 7位水酸イヒに対して
は ､ 低基質浪度と同様 の 阻害効果を示したも の の ､ 4 ､ 5位水酸化 に対
する阻害効果が ､ 低基質濃度の場合と比 べ て ､ かなり小さくなる こ とが
明らか にな っ た ｡ 同抗体は propr a n oll〟 - 脱イ ソ プロ ビル化活性も阻
害した が ､ 水酸化活性 に対する 阻害に比 べ ､ どちらの基質濃度にお い て
も阻害効果が小 さ か っ た ｡
3 - 4 抗p-450B T L抗体 に よる lid∝ ain e代謝活性の 阻害
Lido c ain e3位水酸化お よ び N - 脱 エ チ ル化水酸化活性 (基質濃度 :
loll M lido cain e) に対する抗p-450B T L抗体 の添加効果を Fig.3-12に示
した｡ Bu nitr ololやdebris oquine 4位水酸化活性と同様に､ 抗 p-450B T L
抗体 5mg/mg mic ro s om alprotein の 添加で ､ 1ido cain e3位水酸化活性は
95 %以上阻害され た ｡ 一 方､ 1idoc aine N 一 脱 エ チ ル化活性 は全く阻害
を受けず､ 再構成系における P-450B T L の 1ido c aine に対する代謝経路
選択的な触媒活性と よく - 敦した ｡ こ の こ とか ら､ 肝ミク ロ ゾ - .ム にお
ける1id∝ 血 e 3位水酸化に P-450B T Lが関与する こ とが示唆され､
Ⅳ 一 脱 エ チ ル化 に は関与しな い こ とが明らか にな っ た ｡
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Fig･3-11 Inhibitio n ofpropran olo1 4- ,5- ,7-hydro xyla s e and N-desis o-
prop yla s e a ctivitie sinliver micro s o m e sby theIgGfr a ctio n again stP-
450B T L.
Liv e r mic r o s o m es of male Wistar r ats(0.5 mg)w er epr einc ubated wi 血
diffe r e nt am o u nts of anti-P-450B n IgGfo r30min at25
0
,
follo wed by
incubado n withpr opr anolo1(A,5pM;B,1 m M). Re s ults ar expr e ss ed
asper c e ntof the ac血vityinthe abs e n c e of thelgG 缶a cdon･ 4-OH,5- OH,
7- OH a nd ND P indic ate4- ,5- ,7-hydr o xylas e and N-desis opr opylas e a c-
hv lty,r e spe ctively.
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differ e nt am o u nts of and-P-450B T L IgG(㊨)α pr eim m tl n elgG(○)
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0
,fouo w ed byincubado nwithhd∝ aine(10pM). Re sults
are e xpr e ss ed a sperc e ntof the a cd vityin the abs e n c e ofthe晦Gfra cdo n.
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監考察】
肝 ミ ク ロ ゾ ー ム 中で の bu nib:01o1 4位水酸化､ debris oquin e4位水酸
化､ pr opr a n ol14 ､ 5 ､ 7位水酸化､ お よ び1ido cain e3位水酸化活性
が ､ 抗 p-4 50B T L抗体 によ り ､ い ずれも 90 %以上 阻害さ れ た こ と か
ら ､ 再構成系で認 め られた P-450B n の触媒活性とあわ せ て ､ 本酵素
が与れ ら の 凪芯に関与する こ と が示さ れた｡ 即ち ､ p-450B T Lまた は こ
れ と免疫学的に類似 したP-450分子種が ､ 無処理 ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ゾ ー ム
中 で上記の反応を触媒する こ とが明らか にな っ た o
Go n z ale zら [10] お よ び Mats u n ag ら [50] は ､ p-45肘blがP-450db2
と免疫学的に交叉する こと ､ また ､ 他の 2 D とも交叉する可能性が高い
こ と を報告して い る ｡ こ れ は ､ P-45 0 2 Dサ ブ フ ァ ミ リ ー に属するP-450
が ､ 免疫学的に非常 に類似 して い るこ とを示してお り､ p-450B nも他
の 2 D と交叉する可能性も考えられたo こ の こ と を考える と､ 抗p-450BT L
抗体添加 による活性の 阻害 は ､ P 450B T L以外の 2 D(例えばp-450dbl
に よる もの) を含ん で い る可能性も考えられ ､ 滑性阻害のすべ て が ､ そ
の 活性に対する P-450B T L自身の貢献度を示して い る と は言 い 難 い .
We ste rnblotting の 結果から､ p-450B T Lは2 D以外の P-450 と交叉する
可能性は低い こ とか ら､ 抗p-450B T Lによ る活性の 阻害 は ､ 2 Dの貢
献度を示す と考えられた ｡ .
La u ey ら [43] は､ 抗p-450 UT- H 抗体が､.無処理S D系雄性ラ ッ ト
肝 ミ ク ロ ゾ ー ム にお ける debds oquin e4位水酸化活性を90 %阻害する
と報告して い る｡ また､ Go nzale zら [10] は ､ 抗p-45 伽bl抗体が ､ 無
処理 S D系雌性ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム にお け る debris oquine 4位水酸
化活性を 70 %阻害する と報告して い る ｡ 抗 p-450B T L抗体も ､ debri-
sq uine4位水酸化活性に対 し､ こ れらと同程度の 阻害効果を示したが ､
上記の交叉性の問題から､ いずれの分子種が､ 肝ミ ク ロ ゾ ー ム中の 主た
る debds oquine 4位水酸イヒ酵素として機能して い る か は明らか には な
らなか っ た｡ p-45 0UT- H お よ び p-450dbl の報告 [10,43] は ､ い ずれ
も高基質濃度 (1m M) で の知見である た め ､ こ れら の p-450の低基質
濃度における同活性 に対する関与は明らかで は ない が ､ 基質濃度により
異なる 2 D が関与する可能性も考えられ る ｡
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現在ま で 2 D の 関与が知られ て い なか っ た ､ bmitrolo14位水酸化､
propr an ol17位水酸化お よ び1id∝ ain e3位水酸化反応 に ､ 系統差が見
い 出さ れ､ さら に本節 で ､ 2 Dの 関与が明らかにな っ た . p_45 0tm _H や
P-45 0 曲1 [10,43] が､ こ れらの 反応にも関与するか否かは明らか で は
な い が ､ p 450 B T Lが ､ こ れらの 薬物代謝の ラ ッ トにおける系統差に重
要な役割を演 じて い る こ とが示されたと い える｡
一 方 ､ 抗 p-450BT L抗体 は ､ pr opran ololN 一 脱イ ソ プロ ピルイヒ活性
も､ 高低両基質濃度 に おい て 30 - 40%程度阻害した｡ 再構成系で も活
性を示した こ とか らも､ p-450B n は ミ ク ロ ゾ ー ム の pr opranolol Ⅳ 一
脱イソ プ ロ ビル 化反応 に部分的に関与すると考えられ た｡ しか し､ 本宿
性 に顕著な系統差は なく､ 実際には, D A系で欠損 して い な い 2 Dも知
られて い る こ と [50] から､ 抗 p-450B T L抗体が ､ N 一 脱イ ソ プロ ビ
ル化反応に関与する ､ 系統差のな い 2 D と交叉した可能性も考えられる ｡
また ､ 実際 に p-4 50 B nが関与して い た と しても ､ 全活性 に対する関
与の度合が､ 他の分子種に比べ 小さか っ たた め ､ ミ ク ロ ゾ ー ム の 活性に
は系統差が認め られなか っ た可能性がある｡
Propra n ololを基質 と した実験で は ､ 前章で 示した kin etic sの系統差か
ら推察され た よう に ､ 2 D は低基質膿度で特に重要な p-450分子種で
ある と考えられ た. しかし､ 高基質濃度で は､ ■prq'ran old4 ､ 5位水酸
化活性に対して ､ 低基質濃度と は異なる 阻害効果が得られた｡ こ の こ と
か ら､ 2 D が無処理 ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム に おける propr an oll代謝 の
high- affinity phas eの 大部分とlo w-affinty phas eの 一 部分を触媒して い る
こ と ､ 即ち､ 少なく とも2種の P-4502D,shbfamily に属する P-450分子
種が､ prqpr a n oll代謝 に関与する こ とが示唆された｡
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/l→ 括
S D系雄性ラ ッ ト肝 ミク ロ ゾ ー ム からbunitr olo14位水酸化活性を持
つP-450分子種 (p-450B T L) を精製した. 本酵素は ､ N 一 末端ア ミ ノ
酸配列か ら､ p 4 502 D 2と の 間に高 い相同性が得られ ､ また ､ detFi 叫 ne
4位水酸化活性をも つ こ とから p-450 2 Dサブ フ ァ ミリ ー に属す新規の
p-4510分子種であ る可能性が示さ れ た｡ 本章 で は ､ P-450B T Lおよ び
その 抗体を用 い て ､ 2 Dサブ フ ァ ミ リ ー に属する P-450分子種 (2 D)
の基質特異性等の諸性質に つ い て 以下 の 知見を得た｡
1) Bunitrolo14位水酸化活性 に2 D が関与する こ とが示さ れた｡
2) propr a n ol14 ､ 5位水酸化の high- affinty pha s eお よ び7位水酸化
に 2 Dが関与する こ と が示さ れ た ｡ また ､ propr a n
'
olo1 4 ､ 5位水酸化
の1ow - affinty pha s eお よ びN
一 脱イ ソ プロ ビル化 にも部分的に2 D が関
与する こ と が示さ れ た ｡
3) Lido cain e3位水酸化活性に 2 D が関与し､ N - 脱 エ チ ル化活性に
は関与しな い こ とが示さ れ た ｡
4)雌雄D A系ラ ッ トにおける低活性は ､ 2 D依存の 活性 の欠損 によ る
も の で ある こ と が示唆され た｡
5) 2 D に よ る活性 は ､ )
'
D Y7
'
YO で 重要な低基質濃度で の反応 に貢献度
が大き い こ と が示唆さ れ た ｡
こ れ らの結果から第1章で示した propr a nolol連続投与に よ る肝薬物代
謝活性の低下 は､ 2 Dの触媒する活性の低下 である こ と が示され､ pro
pr a n oll連続投与 によ り P-450B TL また は免疫学的に類似した P-450が
不活性化等の 阻害効果を受けたも の と考えられた｡ 次章で は ､ こ れ らの
明らか に さ れた事実を背景に して ､ pr opr a n oll によ る 2 Dの 阻害機構
を検討する こ と に した ｡
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実験 の 部
1 . 実験動物
SD系雄性ラ ッ ト (2 ケ月齢) は日本エ ス エ ル シ ー (殊) より購入した.
雌性日本白色 ウ サ ギ (2.0 - 3.Okg) は高杉実験動物 (秩) より購入し
た｡
2 . 試薬
2 - 1 精製用 カラ ム およ びカ ラ ム 担体
Sephar o s e4 B(SE P 4B､ 5 c m x35c m) お よ び2757 -A D P-SE P4 Bは フ ァ
ル マ シ ア社より購入した ｡
D E A E15P W(2.15c mi.d. x 15c m)ほ東ソ ー (秩) より購入 し た ｡
H A(7.5 m mi.d. x 75 m m) は高研 (秩) より購入 した｡
A ffl- Gel Pr otein A M A P S IIキ ッ ト (Pr?tein A) は バ イオ ラ ツ ド社 より
購入した｡
2 - 2 精製用試薬
エ チ レ ン ジ アミ ン テ トラ酢酸 (E D T A)2 Na､ コ ー ル酸ナ トリウ ム お
よ びポリ エ チ レ ン グ1) コ ー ル (P Ⅸユ) ヽ (株) より購入 した｡
グ リ セ ロ - ル は キ シ ダ化学 (秩) より購入した ｡
E911およ びも913は花王 ア トラ ス (秩) より購入した｡
ジチ オス レイ ト ー ル (D T r) ､ phe nylm ethylstllfo nyl flu oride (P MSF)
お よ び dila u r oylpbo spba丘dylcbolin e(D L PC) は ナカラ イテス タ (株) よ
り購入した｡
Bio - Be adsSM -2 およ び ニ トロ セル ロ ー ス 膜 は バ イオラ ツ ド社よ り購
入 した ｡
Polyvinylide n edinu ori de (P V D F)膜は ミリ ポア社よ り購入した.
Fr e u nd
-
s c o mplete adiuva ntは ナカ ライ テス ク (秩) より購入した .
2 - ､3 その 他の 試薬
補酵素､ 基質として用 い た薬物およ びその 他 の試薬 は､ 第1章 に記戟
した も の を用 い た ｡
97
3 . P-450 BT L の精製
精製の概略は本文中 に記載 した ｡ そ の 他の 点 を以下 に示す｡
3 - 1 ミ クロ ゾ ー ム の 可溶化お よ びp EG分画
可溶化は コ ー ル 酸 (3 mg/mg micr o s o malpr otein) で布 い ､ PEG分画 は
7 - 16% (w/v) で行 い ､ 20 % グ リセ ロ - ル ､ 1 m M E D T A､ 0.5 m M
bT Tを含む 0.1 Mリ ン酸緩衝液 (pH 7.25) に懸濁 した .
3 - 2 SE P4 Bカラ ム
s E P4 Bカ ラ ム は ､ Gu e nB3richと Martinの 方法 [63] により調製したo
o.1 %E911､ 20% グリ セ ロ - ル ､ 1 m M E D TA､ 0.5 m M DT rを含むo.1ゝ
M リ ン酸緩衝液 (pH 7.25) に より最初の溶出を行 い ､ P l画分を得た｡
次 に､ E91 1を 1% に変え た同緩衝液に より溶出を行 い ､ P 2画分を得
た. こ れ を濃縮 した の ち ､ 0.4 % E 9 1 1 お よ び20 % グリ セ ロ - ル を
含む 20m M トリス 酢酸緩衝液 (pH 7.5) に懸濁した｡
い ずれ の 操作も 4℃ に て行 っ た ｡
3 - 3 D E ÅE-5P Wカ ラ ム
甲P LC に は ､ LC-4 Aを用 い ､ 検出器 にSP D-6A V5j
l光光度計(いずれ
も島津製作所)せ用 い たo
o.4%E911､ 20 % グリ セ ロ - ル を含む20m M トリス 酢酸緩衝液 (pH
7.5) から300m M 酢酸ナトリウ ム を含む同緩衝液にリ ニ ア ダラ ジ ュ ン
トをかけ溶出した ｡
溶出は ､ 流速 1 mVmin で ､ 25 ℃に て行っ た ｡
3 - 4 H A カラム
3 - 3 と同様の H P LC装置で ､ 4℃ にて行 っ た o 20 %グリ セ ロ ー
ル を含む 10m M リ ン酸緩衝液 (pH7.4) によ り､ 平衡化し､ 350m M の
同緩衝液 で溶出を行 っ た ｡
4 . SDS ポリ ア クリ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動 (SDS- P AG E)
sDS-P AGE は､ La e m mli[64] の方法で行 い ､ アク リ ル アミ ド濃度
は 10 %と した. ス ラ ブゲ ル の染色は､ 銀染色また は Coo m as sieB ri11ia nt
Blロe (CB B) で行 っ た o
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5 . Ⅳ 一 束端ア ミ ノ酸配列の 決定
MatsI,daria [65] の方法 に従 い ､ サ ン プル を前処虚した. P-450 B T L
(1n m ol) の SDS- P AGE を行 っ た の ち､ P V D F膜に転写した｡ こ れ
を ､ C B Bで染色した の ち､ p-450 B n のバ ン ドの み を切取り､ 90 %
メ タ ノ ー ル で沈静しサン プル とした ｡ Ⅳ｢末端アミ ノ酸配列の分析には､
Applied Bio syste m s470Apr oteins equ e n c erを用 い たo
6 . N A D P H- cyt∝hr om eP-450還元酵素 (Q,2) の 精製
Q,, は ､ Yas uk ∝hiと Maste rs[66] の方法に従 い ､ phe nobarbital前処
理 (80mg化g/day､ 4 日間) した SD系雄性ラ ッ ト肝より精製した o
7 . 再構成実験
7 - 1 Bu nitr olo14位水酸化活性 の測定
25pm oI P-450B T L､ 0･25unitsfp2､ 5FLgD L PC､ 0･1 mg
コ ー ル酸ナ ト
リウ ム ､ 10m M G-6-P､ 2u nitsG-6-P D H､ 20m M MgCち､ 0･5 m M NA D P H
およ び10FL M bu nitrololを含む1 ml の0.154 Mリ ン酸後衛液 (pH7.4)
を反応混液とし､ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 10分間行 っ た . Kinetic s実験
で は ､ 5-3 000FL M のbu nitrololを用 い た｡ 代謝物の抽出お よ び H P LC
によ る定量 は ､ 第
■
1章 に示した方法に従 っ た ｡
7 - 2 Deb ris oquin e4位水酸化活性の測定
50pm oI P-450B T L､ 0･5u nitsfp2､ 5fLgD LPC､ 0･1 mg コ
ー ル酸ナ トリ
ウ ム ､ 10m M G ふP､ 1u nitsG-61P D臥 10m M MgC12､ 0･5m M N A Ⅳ Hお
よび50 また は2000FL M debris oquin eを含む 0.5 mlの 0･154M リ ン酸緩
衝液 (pH 7.4) を反応混液 と し､ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 10 分間行 っ
た ｡ 代謝物の抽出お よ びH P LC によ る定量は､ 第1章に示した方法に
従 っ た｡
7 - 3 pr opr a n oll代謝活性の測定
50pm oI P-450B n､ 0･5u nitsfp2､ 5FLgDIRC､ 0･1 mg
コ ー ル酸ナ トリ
ウ ム ､ 10m M G-6- P､ 2 u nitsG-61P D臥 8m M MgCち､ 0･5 m M NA D P Hお
よ び5ま た は 100 0〃 M pr opr anololを含む 1･O ml の0･154 Mリ ン酸緩衝
級 (pH 7.4) を反応混液と し､ イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン は 4 分間行 っ た ｡
代謝物の抽出およ びH P LC によ る定量は第1章に示した方法に従 っ た ｡
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7 - 3 Lido cain e代謝活性の測定
50pm oI P-450B n､ 0･5 u nitsfp2､ 5FLgD LPC､ 0･1 mg コ
ー ル酸ナ トリ
ウ ム ､ 5 m M G-6-P､ I u nits G-6-P D臥 5m M MgCl2､ 5fL M MnQ 2,1 m M
N A D PfIお よび 10また は 2(X氾 p M hdKain eを含む 1.0 mi の50m M のト
7)ス 塩酸綾衝液 (pH 7.4) を反応混液と し､ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ンt
.
ま 5
分間行 っ たo 代謝物の抽出およ び H P LCによ る定量 は､ 第1章に示し
た方法に従 っ た｡
8 . 抗 p-45 0B n 抗体の作製
p-450 B T L(0.25n m ol) と Fr e u nd-s complete adjuvantを等量混合し､
懸濁液を得､ これをウ サギに 7 日間おき に 4 回背面皮下投与した｡ さ
ら に 7 日後 に ､ P-450B T L の生理食塩水混液を耳静朕内投与した｡ 投
与5 日後から5 日間 にわ た っ て採血 を行 っ た ｡ 得 られ た血清を､ Affi-
Gel 放otein A カラ ム に よ り精製し､ IgG 画分を得た .
9 . W este mblot分析
wester nblot分析 は ､ To wbin ら [67] の 方法 に従 っ た ｡
1 0. 抗体 によ る阻害実験
p-450B TL に対する IgG 画分ま た は無処理 ウサ ギより得たIgG 画分
を ､ ミ ク ロ ゾ ー ム と 25 ℃ に て30分間プ レイ ン キ ュ ベ - シ ョ ン したの
ち ､ 他 の 反応混液成分を加え､ 第1章と同様に代謝反応を行 っ た｡
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第4 章 propran olo且 お よ び且ido c.aine の 代謝的活性イヒ
と ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ - ム へ の 共有結合
前章まで に ､ pr opr a n oll連続投与に よ っ て活性の低下する代謝反応
と
､
2Dサ ブ フ ァ ミ リ ー に属する P1450分子種 (2 D) が触媒する反応
が良く対応する こ と が ､ 雌雄D A系ラ ッ トの 薬物代謝活性や ､ 精製 2 D
(p-450B T L) の基質特異性を調べ る こ とに より明らか にな っ た . こ の
こ と か ら､ pr opr a n oll連続投与 によ り何らかの機構で こ の 酵素が 阻害
され ､ 活性を部分的に失 っ たと考えられ た｡
肝薬物代謝酵素､ cy[∝hr αn eP-450(P-450) の薬物 によ る 阻害機構 に
は ､ 薬物に よ るP-450そ の もの の分解､ ヘ ム と の不浄性複合体の形成､
アポタ ン パク との 共有結合等が知られて い る [523] a sdl 血 とphc血Id
[22] は ､ 3H -pr opranololをラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム とイ ン キ エ ペ - トす
る こ と に よ り､ pr opranolol の代謝中間体が肝 ミ ク ロ ゾ ー ム中の 高分子
と不可逆的に結合する こ とを見 い 出 し､ pr opr an ol1 によ る代謝阻害の
要因 と して ､ pr opr a ndlol の活性代謝物と p-450 との 共有結合 に よ る P-
450の 不活性化の 可能性を示した ｡ また､ 3H -pr opr a n ollを経口投与し
た ラ ッ ト肝からも､ ミ ク ロ ゾ ー ム 中高分子と標識休との共有結合が認め
られ [22] ､ そ の 消失の半減期が ､ Levin と Ku ntzm a n[68] によ り報
告されて い る P-450 の 半減期 とよく 一 致する こ と､ さらに ､ 共有結合
の投与後の経時的な減少に伴 い ､ 投与直後に は ほとん ど得られなくな っ
た pr opr a n ollとミ ク ロ ゾ ー ム の 基質結合差ス ペ ク トル が回復する こ と
を示した ｡ また ､ A トAsady ら [34] は ､ 与れ と同様に ､ 3H -pr opr an ol1
を経口投与したラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム を用 い ､ Ii血cmie3位水酸化活性
の 阻害の程度と標識体の共有結合量とは相関するこ とを報告して い る0
こ れ らの知見から ､ pr opr a n oll連続投与に よる薬物代謝活性の低下
は ､ propranolol の 活性代謝物が p-450 と共有結合し､ 不活性化す る た
め と推定され た ｡ そ こ で､ 本章お よび次章で は代謝阻害の 原因と して ､
活性代謝物の共有結合を取り上 げ､ 2 D との 関連を調 べ る こ とに した ｡
まず､ 本章で は活性代謝物を生成する反応の性質､ 特にこ の 反応 に関与
する p-450分子種 に関して検討を行 っ たo
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第1節 propr a n ollの 代謝的活性化 とラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ム へ の
共有結合
Propr a n oll の代謝的活性化､ つ まりラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム タ ン パ ク
と共有結合 をするpropra n olol の代謝中間体を生成する反応 は ､ N APP H
依存で ある こ と ､ 嫌気的条件下 で は認め られな い こ と､ また ､ SK F-525Å
によ り顕著 に阻害さ れ るこ と が報告 され て おり [22] ､ P-45 0の 関与が
示唆されて い る ｡ しか し､ どの ような p-450分子種が､ propr a nololを
活性化する の かを示す知見は見あた らな い ｡ そこ で ､ 本節 で は propra-
nololを活性化し､ 肝 ミ ク ロ ゾ ー ム タ ン パ ク と共有結合する代謝物の 生
成を触媒する P-450分子種の検討を行 っ た ｡ 前章で pr opr a n oll の代謝
消失 の大部分を カ バ ー する 4 ､ 5 およ び 7位水酸化反応 に2Dサ ブ フ ァ
ミ リ ー に属する p-450 分子種 (2 D) が関与する こ とが示さ れ た こ と
から､ こ の活性化反応 にも本酵素 (秤) が､ 何 らか の役割を果たして い
る可能性が推定され る｡ そ こ で ､ 第2章と同様に､ D A系 ラ ッ トを用 い
た系統差､ 2 Dの 阻害剤の影響を調べ ､ 特に 2 Dの 関与に つ いて 検討し
たo 肝 ミ ク ロ ゾ ー ム は ､ 系統差､ 性差の実験以外､ すべ て W ista r系雄
性 ラ ッ トから得たもの を用 い た ｡
柑2
監実験結果】
1 - 1 Pr opra n olol活性代謝物の共有結合量 の経時変化
N ÅD P H-ge n er atingsyste m (NAD P H)存在下､ 肝ミ ク ロ ゾ ー ム (1mg/
mi) を3H -pr opr an olol(2FL M) とイ ン キ ュ ベ - トした o 生成する共有
結合体量 の経時変化を､ 反応混液からの propr a n oll の消失およ び4位
水酸化体 の 生成の経時変化 と とも に Fig.4-1 に示した ｡
Sclme ck と pritchard の報告 [22] と同様に､ N AI)P H の存在下 で の み
pmpr a n ollとミ ク ロ ゾ ー ム タ ン パク と の 共有結合が認め ら れた｡ しか
し､ 反応開始後 5分ま で の経時変化を詳細 に調べ る と､ pr opr a n oll の
消失や､ 4位水酸化体 の生成に は見られなか っ たラ グタイ ム が､ 共有結
合体の 生成 に見 い 出され た ｡ 共有結合量は反応開始2分を過ぎて か ら､
直線的に増加 した ｡ また ､ propr a nololがほ と ん ど消失した 3分以後 に
も ､ 共有結合の増加が認め られ ､ 反応開始7分後 に共有結合量 は最大
値に達した｡ つ まり ､ こ の 共有結合の増加時閏は ､ pr opr a n oll自身の
1次代謝にかかる時間に比 べ ､ 長い 時間 に及ん で い る こ と か ら､ ミ ク ロ
ゾ ー ム と共有結合する propr a nolol の活性代謝物 は ､ propran ololか ら直
接生成するの で はなく ､ 1次代謝物の逐次代謝の過程で生成する も の と
推定で きた｡ また ､ 反応開始 15 分後の共有結合量 は ､ 269± 3pm ol/
mgpr otein で ､ propranolol の13.5 %相当が ､ 代謝活性化を受け､ ミ ク
ロ ゾ ー ム 中の何 らか の 成分 に結合した こ と に なる占
い く つ かの 濃度で 同様の検討を行っ た と こ ろ ､ 上記の タイ ム ラ グは他
の 基質濃度にお い て も示された｡ また ､ いずれの濃度でも時間と共有結
合量と の 間 に直線関係 が認められ た 2.5 分の 結合量を各濃度で比較し
たとこ ろ ､ 結合量 の 飽和が認め られ た (Fig. 4-2) . また､ 非線形最小
二乗法に よ っ て 算出され た Km ､ Vm a x億は ､ お の お の ､ 0.553±0.0 88
FL M ､ 116 ± 25pmol/2.5m in/mg pr otein で あ っ た o
そ こ で ､ ひき つ づく共有結合量 の実験 で は､ 基質濃度 と して 2fL M
のpropranololを用 い ､ 単位時間当り の結合量 が最大値を示した ､ 5 分
をイ ン キ エ ペ - シ ョ ン 時間と して 用 い た .
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1 - 2 Pr opr an ol1代謝的活性化 に対する propra n olol連続投与の影響
無処理お よ び pr opr a n oll連続投与したラ ッ ト より得た肝 ミク ロ ゾ ー
ム と ､ pr opr an ol1の 活性代謝物 の共有結合量 を Fig.4-3 に示 した.
放opr anolo1を連続投与 したラ ッ トから得た肝 ミク ロ ゾ ー ム で は､ 無処
理肝ミ ク ロ ゾ ー ム に比 べ ､ 共有結合量が顕著に少なか っ た ｡ この こ とか
ら､-pr opr a n obl連続投与 によ っ て ､ propr an ol1の代謝的活性イ蛤巨が低下
する こ とが示され､ pr opr a nololを活性化する P-450分子種が ､ pr opr a-
n olol連続投与 によ り不活性化また は減少した もの と考えられ た｡
1 - 3 Pr opr a n oll の代謝的活性化 における性差､ 系紋差
雌雄 w istar系 お よ び DA系 ラ ッ トに おける propr a n oll の活性代謝物
と肝ミ ク ロ ゾ ー ム と の 共有結合を Fig.4-4 に示 した . 第2 章で示 した
propran olo14位 ､ 5位 およ び7位水酸化活性と 同様 に､ propra n olol の
活性代謝物とミ ク ロ ゾ ー ム との 共有結合もDA系ラ ッ ト､ 特にDA系雌
性ラ ッ トで顕著に低か っ た ｡ W is tar系 ラ ッ トに お い て は ､ 雌に比 べ 雄
で若干高 い傾向が見られた が有意な差 はなか っ たの に対し､ D A系ラ ッ
トにお い て は雌の 2倍の共有結合量が雄で得られた｡ こ れも､ prqrar Dk)I
水酸化活性の性差の傾向と類似して い た｡ こ の ことから､ pmpraJd ol の
代謝的活性化は ､ 水酸化反応と同様に ､ 主と して､ D A系ラ ッ トに欠損
した p-450分子種が触媒して い る こ とが明らか になり､ deb ris oquin e4
位水酸化酵素､ つ まり 2 Dサ ブ フ ァ ミ リ ー に属する P-450分子種の関
与が示唆され た｡
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1 - 4 Pr opr a n oll の代謝的活性化 に対する debris oqtlin e､ spartein e､
quin idine お よ びphena c e血 の 影響
Pr opr a n oll の活性代謝物の ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム へ の 共有結合 に対
するdebris oquin e､ spartein e､ quipidin eお よび phe n acedn添加の 影響を
Fig.4-5 に示 した . debris oquin e､ spartein eお よ び quinidine は ､
■ い ずれも
propranolol の代謝物 と肝ミ ク ロ ゾ ー ム との 共有結合を濃度依存的に阻
害した｡ Debrisquin e､ sparteineは2 Dの基質であり [6 9,70] ､ quhidin e
は2 Dの 特異的な阻害剤で ある こ と [70,71] から､ こ れ らの 薬物に よ
る pr opra n oll の活性イヒの 阻害は2Pに対する 阻害効果と考えられ たo
こ の こ とか ら､ 阻害実験か らも propra n ololの 活性化 に対する 2 Dの 関
与が示唆され た｡ 一 方､ p-4501 A2 の基質で あるphe n ac edn [72] によ っ
ては顕著な変化は認められず､ 本酵素の関与は少 か -も の と考えられたo
またミ deb ris 叩 in eによ る 阻害効果は sparteine お よび quinidin eに比 べ る
と小さく ､ 50 %阻害 に propr a n oll の100倍の 阻害剤濃度を必要と した
が ､ こ れは 第2章の関連の事実と同様に ､ 先に示した propr a n oll代謝
活性化反応 の Km 値が ､ debris oquin e4位水酸化の Km 備 に比 べ て ､ 極
端に小さ い た めセある と考えられ た ｡
1 - 5 抗 p-450B T L抗体に よる pr opr a n oll の代謝的活性化の 阻害
前章で得 た 2Dサ ブ フ ァ ミ リ ー に属する P-450分子種､ p-450B T Lに
対する抗体を種々 の 濃度で添加した際の ､ pr opr a n oll の活性代謝物 の
肝ミ ク ロ ゾ ー ム へ の 共有結合に対する影響を Fig.4-6 に示した ｡ 抗 p-
450B m抗体 1mg/mg micr o s o malpr otein の 添加で ､ 共有結合は約80%
が 阻害さ れ た｡ こ の こ とから ､ pr ofY a n Olol の代謝的活性化に ､ P-4 5OB T L
も しく は こ の 分子種 に免疫学的に類似 した p-450分子種､ つ ま り 2 D
サ ブ フ ァ ミ リ ー に属するp-450分子種が関与する こ とが示された｡
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propr a n ol10)代謝的活性化 と肝ミ ク ロ ゾ
ー ム へ の 共有結合量 の経時
変化にほ ､ ラ グタイ ム が認められ た｡ 活性代謝物 は反応性に富んでおり､
共有結合 ほ瞭時に起 こ ると考えられ る こ とか ら､ こ の ラ グタ イム は ､ 代
謝活性化 に時間がか か るた めで あり､ 実験結果の中で述べ た よう に ､ 1
次代謝物 の逐次代謝の関与が示唆され た ｡ こ の ような ､ 共有結合量 の経
時変化の ため ､ 本実験系で は､ 正確な代謝的活性化の速度を得る こ とは
で きなか っ た が ､ 共有結合が最高値に達する 以前の結合を測定する こと
によ り得られた結合量は､ 活性化速度をほ ぼ反映して い ると考えられた ｡
本実験 で ､ 代謝的活性化 に phena cetin が影響せず､ 2 Dの基質とな
るdeb ds oq口in eが阻害する こ と が示さ れた｡ Sba w ら [73] は ､ ヒ ト肝
ミ ク ロ ゾ ー ム とpr opr a n ollをイ ン キ エ ペ
- 卜する こ と に よ り､ pr opr a-
n olol の活性代謝物 とミ ク ロ ゾ ー ム の 共有結合を見 い だ した ｡ そ の 際､
pr opr a n oll の代謝的活性化は ､ debrisoquin eよ りむ しろdle n a C ednに よ っ
て顕著 に阻害さ れる結果を示し､ 本研究結果■と道の結果を得て い る ｡ ヒ
トの場合 ､ ラ ッ トに比 べ共有結合の絶対量が少なく [73] ､ 活性化酵素
の種差も考えられ る ｡ 彼 らは 阻害剤 と して pr opr a n ollの 10倍の debri-
s oquin e濃度を用 い た が､ 第2 章でも示した よう に ､ deb ris oquine 4位
水酸化 の K山懐はpIロPr a n Ololに比 べ る と壇端 に大きく､ また ､ ヒ ト にお
い て も debris oquin e代謝の Km 値が propra n oll代謝の Km 値に比べ､ 大
き い こ･t が宰陪 され て い る こ と [54,71] か ら ､ 阻害剤濃度が少なか っ
た可能性がある｡ また､ phen a血 n によ る 阻害に関して は ､ ヒ トの場合､
被験者の 服用歴等､ 外的な因子も肝 ミク ロ ゾ - ■ム の p-450分子種親戚
に影響する た め ､ 彼らの実験 にお い て ､ p-4501A2か部分的に関与し
て い た可能性が考えられ る ｡
Pr opr a n oll の代謝的活性化 は ､ Km 約0.5FL M の high- affinity pha seの
酵素の触媒 に よ る反応 で あり､ w ista r 系 ラ ッ ト に比 べ ､ 雌雄D A系
ラ ッ トで小さく､ 2 Dの共通の基質お よび阻害剤で 阻害された｡ さらに､
p-4502 Dサブ フ ァ ミ リ ー に属する p-450B T L の抗体によ っ て約80%阻
害さ れた こ とか ら ､ 本反応 に 2 D が関与する こ とが明らか にな っ た ｡
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こ の ような代謝活性化反応の特性 は ､ prop甲n Olol水酸化反応 と
一 致す
る ため ､ 水酸化 の い ずれか の反応 が ､ 活性化 に関与すると考えられ る0
Pr opramolo且 4 ､ 5 ､ 7位水酸化反応 は ､ い ずれも Km 値が 0.5jL M 以
下 であり ､ 顕著な系統差が認め られるな ど､ それらの特徴が類似 して い
る の で ､ どの 反応 が propra n olol の活性化 に関連して い る か は明らか に
はな らなか っ た ｡
野mpr arE)1o1 の代謝活性化反応に2 D が関与する こ とは明らか であり､
pr opr a n oli の連続投与 によ っ て 2 D依存の活性が低下する こ とと考え
あわ せ る と､ 2 Dが propr a n ollを活性化し､ 活性代謝物が 2 D と共有
結合し､ 2 Dを不活性化する代謝阻害機構が考えられる｡ propr arE)1o1 の
代謝的活性化 が ､ pr opranolol連続投与に よ っ て低下する こ とも ､ こ の
機構を良く説明する事実と考えられる ｡ しか し､ Sha wら [73] は先 に
示した ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム で の 実験 で ､ pr opr a n oll の肝ミ ク ロ ゾ ー ム
へ の 結合は必ずしもp-450 へ の 結合 を意味しな い と報告して い る ｡ 本実
験で も ､ mg ミ ク ロ ゾ ー ム タ ン パ ク あたり約 270pm ol の共有結合すべ
て が P-450へ の結合 と は考えにくく ､ ミク ロ ゾ ー ムと の 共有結合 に お
ける P-450 と の 結合 の程度を調べ る こ とが必要と なる.
W 3
第2節 Lido caine の 代謝的活性化とラ ッ ト肝 ミク ロ ゾ ー ム へ の
共有結合
Lid｡血 n eを長時間に わ た っ て 持続静脈注入する と ､ その 定常状態到
達時間が瞬間投与から予測され る億よ り遅延す.るこ と がヒ トにお い て知
られて お り [74,75] ､ 1ido c血 e によ る肝薬物代謝酵素の不活性化が疑
わ れ て い る ｡ また ､ 単回通過 (singlepas s) 法 によ る ラ ッ ト肝潅流実
験 におい て ､ m 皿 Oethylgydn e x少idi血 (M EG幻 の 生成量が ､ ピ
ー ク値 を
経て減少する こ とから､ 1ido cain e の 脱 エ チ ル化活性反応 に関与する酵
素の不活性化が示唆され て い る [76-78] 0
Lid∝ ain eに よ る代謝阻害の機構 に関する知見 は ､ 現在ま で全く か ､
が , 上記の 報告か ら ､ p-45 0の 不活性化に関する何らかの不可逆的な機
構 が推察 さ れ た ｡ 本節 で は ､ propranololと 同様に ､ そ の 活性代謝物 と
ミ ク ロ ゾ ー ム と の 共有結合の 可能性 に つ い て検討したo
【実験結果】I
2 - 1 Lid∝ 血e 活性代謝物の共有結合量の経時変化
N A D P H-ge n er atingsyste m (N A D P H)存在下 ､ 肝ミ ク ロ ゾ
ー ム (1mg/
ml) を 14C-1id∝ aine (15FL M) とイ ン キ ュ ぺ
- 卜した 際に得られた共有
結合体量 の経時変化を Fig.4-7A に ､ 反応混液からの 1ido c aine の 消失お
よ び3位水酸化体､ M E G Xの 生成 の タイ ム コ ー ス を Fig.4-7 Bに示 し
た ｡ 時間の 経過 ととも に､ 反応開始20分前後まで ､ 共有結合量は直級
的に増加した｡ 反応開始 30分後の 共有結合量は ､ 97.9 ± 14.9pm ol/
mgpr otein であり添加したIido c ain eの 0.65%がミ ク ロ ゾ
ー ム中の 何ら
か の 成分 と結合した こ とにな る ｡ 以下 の実験では､ 反応時間15分を用
い
､ kinetic s実験以外 は基質濃度は 15iL M とした.
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● ●
micro s o malpr otein and m etabohs m of lidK ah e.
【14qLid∝ain e o rhnlatx5ned lidK ain e(15トM e a ch)w asinc ubated wi th
liv er micro s om e s(1 mg/mL)of W istar male r atsin thepr e s e n c e of an
N A D P H-generatlng Syste mfor30min. T heleftpa n elsho w s c o vale nt
bindingofa[14C]-labelledm ateri alto r atliv er mic r o s o m alpr otein afte r
inc ubation of[14C]1id∝ aine. Therightpan elsho w sthedis appe ar a n c eof
hd∝ aiL e( ○ )and the appe ar a n c e of 3- O H u D( □ )and M EGX
( ㊨ )in the r e a ctio n mixtu re. Ea chvalu e r epr es e ntsthe me an 士 SE of
thre edete rmin atio n s.
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2 - 2 Lido cain eの 代謝的活性化 へ の cyto chr o m eP-450 の 関与
肝 ミ ク ロ ゾ ー ム - の 共有結合 に対する ､ 1ido c ain eの 反応条件の影響を
Fig.4-8 に示したo ミ ク ロ ゾ ー ム タ ン パク の 変性 によ っ て共有結合が認
められなくな っ た こ とか ら､ 結合ほ1id∝ ain eではなく､ ミ ク ロ ゾ ー ム
中の酵素により､ 何 らかの 代謝物 に変化したも のが ミク ロ ゾ ー ム 成分 に
共有結合する もの と考えられ た ｡ ま た､ N A D P朗巨存在下､ 嫌気的条件
下 で は共有結合は認 めら れず､ さ らに ､ 一 酸化炭素や SK F-525 A の添
加 により､ 共有結合が顕著 に阻害され た｡ こ れらの結果か ら､ ミク ロ ゾ
ー ム と共有結合する 1ido c ain eか らの代謝中間体 の 生成は ､ cyto chr o m e
p-450 によ る反応で ある と推定で き る｡
2 - 3 Lid∝ ain eの代謝的活性化の kin etic s
2.5 から 30FL M の 1ido c ain e濃度に対する共有結合 の変化をFig14-9A
に示 した｡ 共有結合速度は基質濃度 10 〃 M でほ ぼ飽和し､ 国中に は
示さなか っ た が ､ 100〃 M に お い て も顕著な上昇は認められなか っ た o
Fig.4-9B に基質濃度 と共有結合速度 の関係を Lin e w e a v er-Burkplotで示
した｡ L姐∝血rE5の代謝的活性化反応(共有結合速度) は､ 1 つ の Mk:嘘且s-
Me nte n式で解析され ､ K m ､ V m axはそれぞれ 4.52± 1.3FL M ､ 72.0±
4.6pm ol/15 min/mgprotein であ っ た o
2 - 4 Lido cain eの 代謝的活性化 の性差､ 系統差
雌雄 wist∬ お よ び D A系ラ ッ トに おける 1ido c ain eの 活性代謝物と肝
ミ ク ロ ゾ -
.
ム の 共有結合を Fig.4- 10A に示し､ 本条件 (基質濃度: 15
EL M) で の五d∝ ain e3位水酸化およ び Ⅳ - 脱 エ チ ル化活性の系統差､ 性
差をそれぞ れ Fig.4-10B およ び Fig.4-10 Cに示した.
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Lid∝ ain eの 3位水酸化活性 と同様 に ､ 且id∝ ain eの 活性代謝物 と ミ ク
ロ ゾ ー ム との 共有結合もD A系ラ ッ ト ､ 特に D A系雌性ラ ッ トで顕著に
低か っ た ｡ Wistar､ D A系 どち らにお い て も､ 雌 に比 べ雄で ､ 有意に高
い 共有結合が認め られ たが ､ iid∝ain eN - 脱 エ チ ル化活性 に比 べ る と ､
性差ほ少なか っ た o こ の こ と か ら､ ndo cairE:の代謝的活性化 に､ D A系
ラ ッ ト に欠損した酵素が関与する こ とが 明らか になり､ 2 Dの関与 が示
唆さ れ た ｡ ま た ､ 雄特異的な p-450分子種も部分的に関与する可能性
が示され た｡
2 - 5 Lido c aine の 代謝的活性化 に対する pr opr a n ollお よ び
quinidine の 影響
Lid∝ aine の 活性代謝物の ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム へ の 共有結合 に対す
るpropr an ol1お よ び quinidine 影響を Fig.4-11 Aに示 し ､ Iid∝ ain e3位水
酸化活性､ N - 脱 エ チ ル化活性に対する影響 (Fig.4-1 1B､ 4-llC) と比
較したo Lid∝ ain e活性代謝物 の ミ ク ロ ゾ ー ム - の 共有結合は､ 3位永
酸化活性と同様 に pr opr an old およ び quinidin eによ っ て有意に阻害さ れ
た ｡ こ れら南桑物の ､ N - 脱 エ チ ル 化活性に対する影響は認められ なか っ
た ｡ ま.た､ pr opr a n ollと q口inidin e
の 共有結合 に対する阻害効果は ､ 3
位水酸化活性 に対する効果と よく 一 致した . pr opr a n oil は2 Dの 基質
で あり､ quinidin eは2 D.の特異的な阻害剤である こ と から､ 1ido cai躍 の
代謝的活性化に2 Dが関与する こ とが ､ これら阻害実験からも示唆され
た ｡ ま た ､ 阻害剤の影響､ D A系ラ ッ トでの 低滑性が､ 共有結合と3位
水酸化活性で類似して い た こ と から ､ 1ido c ain e の 代謝的活性化 は
ud∝ain e3位水酸化と何らか の関連があ るも の と推定で きた ｡ つ まり､
ud∝ ain eの 活性代謝物 は ､ 3位水酸化体生成 の代謝中間体か､ 3位永酸
化体 の逐次代謝物である と考えられる｡
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N ÅD P H-ge n er a血gsyste m. PLa ndQD de n o tepr opr an olla ndq 血 din e,
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”
NO
7f
(P<0.01).
2ー3
2 - 6 抗 p-450B TL 抗体に よ る1ido c aine の 代謝的活性化 の 阻害
前章で得 た 2 Dサ ブ フ ァ ミ リ ー に属するP-450分子種､ p-4 50B T Lに
対する抗体を種々 の 濃度で添加 し ､ Iid∝ airB活性代謝物の肝ミク ロ ゾ ー
ム へ の 共有結合に対する影響を測定した (Fig.4-12) . 2 mg/mg micro-
s o malpr oteinの抗p-450B T L抗体の添加で ､ 共有結合は 90% 以上阻害さ
れた . こ の こ とから､ 1ido cain eの代謝的活性化 に ､ P-450 B nも しく は
免疫学的に類似したP-450分子種､ つ まり 2Dサ ブ フ ァ ミ リ ー に属する
p-450分子種 が関与する こ と が示さ れた ｡
2 - 7 Lid∝ ain eの 代謝的活性化 に対する チ オ ー ル化合物添加の影響
Lid∝ 血 e 活性代謝物の ミ ク ロ ゾ ー ム へ の 共有結合 における還元型グ
ル タ チ オ ン お よ び シス テイ ン の 添加効果を Fig.4-13 に示した. どち ら
の 化合物を添加した場合も､ 共有結合量は 0.1 m M の添加 で コ ン ト ロ
ー ル の約 500/oに､ 1 m M の添加で コ ン トロ ー ル の 約10 % に減少した｡
こ れ ら2種の チ オ ー ル化合物 に よ る共有結合の 阻害 は､ Iid∝aiJleの 活性
代謝物と チオ エ ー テ ル の生成によ るも の と考えられ ､ 活性代謝物 は ､ 求
電子的な性質を持つ 中間体 (エ ポキ シ ドな ど) である と考えられる ｡
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[14C]li d∝ ain e m etabouteto r atliv er micr o s o m alpr oteh.
Liv e r mic r o s o m e s ofW istar m ale r ats(l mg/mL)w er epr ein c ubated
wi th differ e nta m o u nts(0-2 mg/mgmicr o s o malpr otein)ofa nd-P4 50B T L
IgG(@)orpr eim m u n elgG(･0 )for30min at25
0
, follo w edby
in c ubatio n of[14c]1ido c ain e(15トLM)inthe pr e s e n c e ofa nNAD P H-
ge n er atl ngSyste mfわr15 min. Re s ults a re e xpr e ss ed a sper c e ntofthe
a c丘vityin the abs e n c e of thelgGfractio n.
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m etaboliteto r ai払v e rmicr osom alprotein.
【14C]Lid∝ain e o r un1abened 地妃ahe(15pM e a ch)w a sin c uba由 融血
1iv e Tmic ro s o m e s(1 mg/mL)ofW ista r m ale T atsin 血epr e s e n c e ofa n
N A D P H-ge n era血gsystem , andGS壬昔o r cysteine(0.且a xld 1.0 m M e ach)
w a s addedtotheinc uba丘on mixture. Ea ch v alu e rep陀S e ntS ぬe m e a n±SE
ofthr e edete rmin ado n s.
☆ :signific a ntlydiffe rentfr o mm e an v alu e s of ”Co mplete” syste m
(P<0.01).
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監考察遜
PTOPr a n Oiol と同様 に ､ iido c ain eもそ の 活性代謝物が ミ ク ロ ゾ ー ム タ
ンパ ク と共有結合する こ とが明 らか にな っ た . また ､ 瀞性化に は N 戚D 調速
や酸素 を必要とする こ と ､ また ､ 一 酸化炭素やS監F-525 Aによ り顕著
に阻害を受ける こ と から､ 代謝活性化 ほ P-450 が触媒する反応とみ る
こ と が で きる ｡
Lido caine の代謝的活性化の kinetics実験か ら､ 本反応の K m 億 と し
て4.52FL M の値が得られた｡ こ れ は､ 第2章で得られ た1ido cain e3位
水酸化活性の Km 値 (2.llFL M) に比較的近 い 値で あり ､ N 一 脱 エ チ
ル化活性の Km 億 (378jL M) と は ､ 100痕近 い 開きが認め られ､ 代謝
的活性化 のkin eticsの 特性が ､ 3位永酸化活性と類似して い る こ と が示
された o また ､ Iid∝ain e3位水酸化活性と同様に ､ 雌雄 D A系ラ ッ トで
顕著 に低 い 結合量 が得られた こ と､ pr opr a n ollや quinidin e､ さ らに抗
p-450B m 抗体 に よ る 阻害が認め られた こ とから､ ud∝ ain eの代謝的活
性化 に3位水酸化が関係して い る もの と考えられ る｡
また ､ 共有結合は還元型 グル タ チオ ン等の チ オ ー ル化合物 によ り低下
したこ とから ､ エ ポキ シド等の求電子的fiJ性質を持 つ 中間体 の関与が示
唆される . 芳香環の水酸化反応に は､ エ ポキ シドを経由する反応の ある
こ とが pr opra n olo14位水酸化 にお ける N I H シフ .トの証明 ､[79] 等か
ら示されて い る ｡ pr opr a n oll の活性代謝物 の化学構造 に つ い て ほ次章
で ふ れるが､ imip工a min eな どの 三環系抗う つ其の活性代謝物 として ､ エ
ポキ シ ドが示唆され て い る こ と [80] から､ 1i血cain e3位水酸化に お い
ても ､ そ の 中間体 と して 3,4- epo xide な どの エ ポキシ ドを経由する可能
性が考えられ､ こ の 中間体が､ ミ ク ロ ゾ ー ム タ ンパ ク と結合した可緑陰
が考えられる｡
Le n n ard ら [7 6] お よび Ta m ら [77,78] は ､ Iidocaine の N - 脱 エ チ
ル化反応 に関与する酵素が不活性化さ れると述べ て い る ｡ 本節の 実験で
は ､ 3位水酸化体 に関連した1id∝aine の 活性代謝物によ っ て ､ h do caihe
の 3位永酸化または Ⅳ 一 脱 エ チ ル化の どち らの酵素が不活性化された か
どうかを確認して い な い た め､ 彼らの 報告と本研究の結果が矛盾したち
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の で ある かどうか明らか で はな い ｡ 3位水酸化関連 した経路 により静性
化された Iidoc ain eの 中間体 が ､ Ⅳ 一 脱 エ チ ル 化を触媒する P-450 と共
有結合した可能性も否定 で きな い が ､ む しろ ､ 彼らが見 い だ した1ido-
caine代謝の 時間依存的な不活性化は ､ 別の機構 によ る もの である可能
性が大き い と考えられた｡
前節で ､ 2 Dがprq)r alX)1o1 の代謝活性化に関与する こ とを見 い 出し､
こ こ で は､ 1ーid∝ 血eの 3位水酸化に関連して ､ こ の 反応 に関与する と考
えられる2 Dが､ Iitkx: ain eの 代謝的活性化 に関与する こ とを示した. 2
D の基質特異性がかなり広く､ 生体内で初回通過効果を受ける薬物 の代
謝凪芯を触媒する主要な酵素とな る こ と ､ ま た 2 Dの 関与する反応 の多
くに芳香環の水酸化凪芯があるこ とから､ 他の薬物の代謝過程の中には ､
今回見 い 出し た ､ 求電子的で反応性に富んだ代謝中間体が生成する可能
性があり､ 2 D によ る薬物の代謝的活性化は ､ 奇性学的にも重要な知見
で ある と考えられ る ｡
本実験で得られ た propr a n ollおよ び1id∝ ain eの 活性代謝物の ラ ッ ト
肝ミ ク ロ ゾ ー ム へ の 共有結合量 の絶対値を比較したもの を Table l に
示したo P-450の 自殺基質として知られて い る chloramphemic oi[81] に
つ い て も ､ 報告されて い る ミク ロ ゾ ー ム との 共有結合量を併記した｡
ptopran olol と1ido cain eに つ い て はrV m a xの 目安とな る基質濃度で の値
を示した が ､ chlor a mphe nic olに つ い て は代謝的活性化 の k inedcsが調べ
られ て い な い ため ､ 100〃 M の値を示した ｡ Lido c血 e の 活性代謝物の
共有結合量は ､ pr opr a n oll の 10%で あり､ 活性代謝物の 生成量が少な
い こ とが示された. こ の こ とか ら､ 1id∝ ain eで は ､ pr opr an olo1 に比 べ ､
共有結合を介した酵素の不活性化の程度 はかなり小さ い こ とが分かる0
pr opr an ol1の 共有結合の程度 は ､ 基質濃度が50倍 の chlo ra mpheni∞1と
同程度の値であり､ propranolol に cblor a mpbe nic olと同程度ある い はそ
れ以上 の代謝酵素不活性化能が ある可能性が示され た ｡ しか し､ 先 にち
述 べ た ように ､ こ の ミ ク ロ ゾ ー ム へ の共有結合のすべ てが p-450へ の
結合で ほな い ため ､ P-450へ の 共有結合の選択性 によ っ て不活性化の程
度は左右される と考えられる ｡
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/3､ 括
propr a n oll によ る薬物代謝阻害の要田 と して ､ pT OPran Olol の活性代
謝物の代謝酵素 へ の 共有結合に よ る不括J酎ヒが示唆されて い る｡ 本章で
は ､ propranolol を代謝的に活性化して ､ ミ ク ロ ゾ
ー ム タ ン パ ク と共有
結合する活性代謝物 を生成する p-450分子種 に関して ､ 種々 の検討 を
行 い 以下 の 知見を得た ｡
1) propr a n oll活性代謝物の ミ ク ロ ゾ - ム - の 共有結合量 の経時変化
曲線 に は ラ グタイ ム が 認め られ ､ pr opranolol消失後も共有結合が増加
した こ とか ら､ 活性代謝物は propr a n ollから直接生成する もの で ほ を
く ､ 2次代謝物の関与 が示唆さ れ た ｡
2) propr a n oll連続投与 によ っ て pr opr a n oll の代謝的活性化が低下す
る こ と■
‾か ら､ pr opr a n ollを活性化する酵素と連続投与に よ り阻害を受
ける酵素が同 一 で ある可能性 が示され た.
3) 放opra nolol の代謝的活性化は ､ 雌雄 D A系ラ ッ トで顕著に少なく ､
deb ris oquin e､ spartein e､ quinidine お よ び抗p-450B T L抗体 に よ っ て 阻害
され た こ とから､ 主と して ､ 2 Dサブ フ ァ ミ リ - に属する P-450分子種
が代謝的活性イヒに関与する こ とが示された｡
4) Lido cain eの代謝的活性化 にも､ そ の系統差､ 阻害実験か ら､ 2 Dサ
ブフ ァ ミ リ ー に属する P-450分子種 (2 D) が関与する こ とが示き れ
たo 2 D ほ1id∝由n eの 3位水酸化に選択的に関与しており､ 代謝活性舵
が 3位水酸化と関連 して い るもの と考.えられた ｡ また ､ 還元型グ ル タチ
オ ンおよ びシス テイ ン の添加に よ っ て共有結合量が減少する ことか ら､
エ ポキ シ ド等 の求電子的を中間体の 関与が示唆され た｡
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5) 馳 pTa 皿0且o且 と1ido c aine の 代謝的活性化 は､ K m 値が比較的パ､さ い
反応 であり､ 血 vR
･
vo で の 重要性が考えられ る. Lidocain eの 活性代謝物
の共有結合量 は propran olo且に比 べ て 顕著に/l､さく ､ 代謝酵素の不活性
他 の程度は少な い も の と考えられ た ｡ propTa nOlo且の 活性代謝物の共有
結合量 は chlo r a mphenic olと 同程度また申それ以上 で ある こ とが示され
た｡
馳opr a n ollの代謝的活性化に 2 Dサ ブフ ァ ミ リ - に属する P-450分子
檀 (2 D) が関与する こ とが示さ れ､ また既に第1章で2 D依存の 活性
が低下する こ とが示 さ れ た こ とから ､ pr opr a n ol且は2 D により代謝的
に活性化され ､ 活性代謝物が2 D自身に共有結合し､ 不活性化する こ と
が推定で き る. 次章で は ､ 1
'
z m
'
troの 系 で ､ こ の 仮定､ つまりpropranolol
の 活性代謝物 によ る 2 Dの不活性化を再現する ことを試み る｡
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実験 の 部
1 . 試薬
1 - 1 標識化合物
propran?1o1 の標識体は ､ D L-[4-
3H]pr opr an oll･ HCl(比活性 21Ci/
m m ol､ 純度 97.0 %以上) を ア マ シ ャ ム 社より購入した｡
Lido c ain e-の標識体は ､ [c arbo nyl-14c]lido c ain e･HCl(比活性55mCi/
m m ol, 純度 99.0 0/.以上) を Ne wEnBland Nu cle ar社よ り購入した｡
1 - 2 シン チ レ ー シ ョ ン カ ク テ ル調製用試薬
2
,
5-D iphenyloxaz ole (I)PO) はシ グ マ 社 より購入した｡
1
,
4- Bis[2-(4- m e血yl-5-diptE nylo x a z olyl)]be n ze rK)(dim ethyLPOPOP) ､ poly-
ethyle n eglycolm o n o-p-is o o ctylphe nylethe r(T rito nX -1 00) お よ びトル エ
ン ほナカ ライ テス タ (秩) より購入 した ｡
1 - 3 そ の他 の 試薬
そ の他 の試薬 は ､ 第1章に記載 した もの を用 い た｡
2 . Pr opr a n oll代謝実験
第1章に記載した方法に従 っ た ｡ 但 し､ 共有結合量 の測定では ､ タ ン
パ ク濃度は､ 1 mg/mlで行 っ た ｡ 基質濃度は､ k inetic s実験で は､
o.25- 2fL M (0.025 - 0.2FLCi) で行 い ､ その 他の実験で は 2FL M (0.2
〃ci) で行 っ た ｡ 反応時間は ､ 共有結合量 の経時変化を測定する実験
で は ､ 0 - 15分､ その 他の 実験 で は 2.5 ま たは 5分間とした｡
3 . Lido cain e代謝実験
第 1章 に記載した方法 に従 っ た . 基質濃度は ､ kin edc s実験 で は ､ 2.5
- 100〃 M (0.083- 3.3 〃Ci) で行 い ､･ その 他の実験で は 15 〃 M (0.5
〃ci) で行 っ た ｡ 反応時間は ､ 共有結合量 の経時変化を測定する実験
で は ､ 0 - 3 0分 ､ そ の 他の実験 で は 15分間と した｡
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4 . ミ ク ロ ゾ ー ム タ ン パ ク と標識体の共有結合量 の測定
Nakaga w aらの 方法 [82] で行 っ た ｡ 代謝反応を､ 10 % トリタ ロ ロ
酢酸 (TC A) 1 mlで停止 し､ さ ら に同液を4 ml加え､ 撹拝復､ 2 ㈱
g で 10分間遠心 した の ち ､ 上清を除去した｡ 次 に､ 7.5 % TCA 4 ml
を加え､ 同様 の 挽作を行 い ､ 80% (v/y) メ タ ノ
ー ル (2回) ､ 70 ℃
に加温した80% (v/v) メ タ ノ ー ル (2回) ､ メ タ ノ ー ル : ジ ュ チ ル エ
ー テ ル (1:1､ v/v､ 2 回) およ び80% (v/v) メ タ ノ ー ル (2 回) で 同
様の操作を繰り返し､ ミク ロ ゾ ー ム タ ン パ ク と非特異的に結合した薬
物を除去した｡ 最終洗浄段階で上清に放身胡舌性が険出されな い こ とを確
認した の ち ､ 1 N水酸化ナ トリ ウ ム 1 mlを加え､ 37 ℃で12時間イ ン
キ エ ペ - 卜した ｡ タ ン パ ク 質が溶解 した こ と を確認し､ 1N 塩酸 で中
和して ､ 液体シ ンチ レ ー シ ョ ンカ ク テ ル を加え､ 放射活性を測定した0
5 . 放射活性の測定
放射活性 の測定に は ､ 液体シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー (Beckm an
LS-1800) を用 い た ｡
シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ク テ ル に は ､ 4gD PO,100mg血m e血yl- pOPOP を
溶 した 1000mlト ル エ ン と5 00ml Trito nX -100を混和して調製したo
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第 5章 p釘OPra m O且o且活性代謝物 に よ る cyもo c鮎T O m e
P -4 5 0の 不活性化 と共有結合
本研究 で取り上げた ､ pmpr a 血1o1 の肝薬物代謝活性に対する影響と ､
2 Dサ ブ フ ァ ミリ ー に属するP-450分子種 (2 D) と の 関連に つ い て ､
第 1章でpr opr a n oll連続投与に よ り2 Dの 関与する活性 が低下する こ
とが明らか にを っ た ｡ また ､ pr opr a n oll によ る代謝阻害 の要因と考え
られる活性代謝物と ミ ク ロ 'j L ム との共有結合 にお い て ､ 括J‡封宅謝物の
生成 に 2 D が関与する こ と が前章で明らか に を っ た ｡ こ の こ とか ら､
propra n olol 連続投与に よ る肝薬物代謝活性低下 の機構と して ､ pr opr a-
n ololが p-450 によ っ て代謝的活性化され ､ 活性化 に関与した p-450自
身に共有結合し､ 不活性化する自殺基質の機構が推定で きた ｡ 量>-450 の
自殺基質の典型的な例 として ､ chbramphenic olがラ ッ トの 雄特異的分子
雀のP-45P2 C llや phe n oba rbital で誘導される分子種p-4502 B lを不活性
化する こ とが知られ て い る [83] o こ の 場合､ chlora mphe nic ol の活性
代謝物が P-450と共有結合する こ と に よ っ て ､ P-450を不活性イヒする こ
とt84]が示されて おり､ , さらに､ 活性代謝物の本体の構造も推定され
て い る [85] o propr a n oll を P-450 の 自殺基質と位置 づける にほ ､
pr opr a n oll の連続投与で得られ た代謝阻害を in yi細 の系 で再現し､ 活
性代謝物 の共有結合と の関係を明らか にする こ とが重要であると考えら
れる｡
そ こ で ､ 本章で は ､ F OPr a rDloまの ユ次代謝物を阻害剤とし七､ pr opra-
nolol 代謝 に対する 阻害効果を調べ ､ 活性代謝物の構造を推定した｡
ま た ､ propr a n oll の 活性代謝物 と共有結合した ミ ク ロ ゾ ー ム タ ン パ ク
をsD S- ポリ ア クリ ル ア ミ ドゲ ル電気泳動(so s-P AGE) に より分離し､
P-45 0へ の 共有結合の 選択性を調 べ た｡ さら に､ P-450B T Lを用 い た再
構成系を用 い ､ pr opr a n oll の代謝的活性化､ p-450 へ の 共有結合およ
び p- 450 の 不活性化 の再現を試み た ｡
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第且節 propr a m o且且4位水酸化体 の肝薬物代謝活性阻害に お ける
重要性
前章で pTOPr a n O且o且の 活性代謝物の肝ミク ロ ゾ - ム へ の 共有結合に ラ
グタイ ム が認め られ た.こ とから､ pr opr a n o旦且の 代謝的活性イヒに
は ､
pr opr ano且o且 の 1次代謝反応 に比 べ ､ 時間が か かる こ と が示され たo こ
の 結果から､ 活性代謝物､ つ まり､ ミ ク ロ ゾ ー ムタ ン パク と共有結合す
る代謝中間体ほ propr a n ollから ､ 直接生成する の で はなく､ 1次代謝
物から生成した 逐次代謝物で ある可能性が考えられ た｡ 活性代謝物が ､
共有結合した酵素を不活性化する作周があれ ば､ 1次代謝物 を用 い た
pr opr a n oll代謝 の 阻害実験に よ り､ propra n olol の活性代謝物が推定 で
きる もの と考えられ た ｡
そ こ で本節 で は ､ pr opr a n ollの 1次代謝物の大部分を占め､るpropr a
-
n oio14 ､ 5 ､ 7位水酸化体､ N - 脱イ ソ プロ ビル化体､ およ びそれぞ
れの 逐次代謝物 の pr opr a n oll代謝 に対する 阻害効果を調べ た｡
監実験結果ヨ
1 - 1 Pr opr a n oll代謝物 によ る propr a n oll代謝の 阻害
本実験 の プ ロ トコ ー ル AとBを s chem e5-1 に示 した｡ プロ_ト コ
ー ル
Aで は ､ pr opr a n oilと阻害剤である propr a n oli の1次代謝物 の代謝を
同時に開始させ ､ 1次代謝物の propran olol代謝 に対する 阻害を調べ た｡
ま た ､ プ ロ ト コ - ル B で は､ 阻害剤を予 め ､ N ÅD P H-ge n e r atingsyste m
(N A D P H)存在下､ 代謝させ ､ pr opr a n oll代謝が開始する以前 に､ 逐
次代謝物を生成させ ､ その 阻害効果に つ い て 調べ た｡ 酵素源には ､ 無処
理 w istar系雄性ラ ッ トより得た肝 ミ ク ロ ゾ ー ム を用 い ､ 基質濃度､ 阻
害剤濃度とも 2FL M と した o また ､ 予試験か ら阻害剤無添加時の プ レ
イ ン キ ュ ベ - シ ョ ン が ､ 代謝活性に影響しない こ とが確かめられ たの で ､
脂質過酸化の 防止剤を添加しなか っ た｡
propTan Olo14 ､ 5 ､ 7位水酸化体およ び Ⅳ
- 脱イ ソ プ ロ ビ ル化体 に
よ るpropranoiol水酸化活性の 阻害の結果を ､ Table5-1 に阻害剤無添加
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Tab le 5 - 1 Inh i b i七io n of pr opran olo1 4 - 1 5 - a nd 7- hydr o xyla s e
activ itie s 土n ra t l iv e r m ic r o s o m e sby prim a ry m etabol ite s of
propr a n olol ･
A ctivity (% of c o ntr ol)
a)
Inh i b ito r 4 - Hydr o xylatio n 5- Eydr o xylatio n 7
- Hydr oxylatio n
4- O H- P
5- O H- P
7- O H- P
N D p
A
B
A
B
A
忠
A
B
b)
8 1. 8
8 8. 9
9 5. 5
9 6. 4
9 3. 3
9 1. 8
N D
C
N D
土 1 . 1
土 4 . 6
土 1 . 9
土 1. 1
土 2 . 2
土 3. 1
7 4. 5
3 4. 9
9 2. 5
9 5. 1
95 . 3
9 6. 2
N
N
土
土
D
D
＋
主
＋
土
…:呂望'
'
2 . 3
1 . 6
3 . 5
0 . 6
7 5.4 土
3 7. 2 土
85 . 5 土
8 7. 3 土
N I)
N D
9 3.2 土
9 5. 2 土
写･.…望‡
1.9
2 . 7
2 . 1
1 . 6
a) Re s ults a 工･e e xpr es s ed a s pe r c e nt of 七be a ctivity in 七be c a s e
of no inh i b ito r. Ea ch v alll e r epr e se nts the m e a n 土 SE of 3
de te r min ation s .
b) 工n c ubatio n s w e r e c a r ried o ut w it h 0. 5 mg mic r o s o m al pr otein/ml
for 3 0 s e c at pr op r a n olol a nd inh i b ito r co n c e ntr atio n s of 2 y凹 ･
A)a nd ち) s ho w that inh i b itio n e xpe ェ･im e n七s w e r epe rfo r m ed by 七be
pr o c edu r e s de s c ri bed in A a nd. B of s che m e 5
- 1I r e SPe Ctiv ely ･
c) Not de te rmin ed .
d) Signi f ic a nt d i f fe r e nt betw e e n whe n a ninh i b ito r w a s ad ded and
n ot ad ded (pく0 .0 5).
e) signi f ic an t dif fe r e nt be tw ee n wheh a n inh i b ito r wa s ad ded a nd
n ot ad d 旨d(p<0 . 0 1).
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時の活性値 に対する百分率で示した ｡
PmprarK)lo14､ 5 ､ 7位水酸化備 によ る それ ぞれ 4 ､ 5 ､ 7位水酸偲
活性 - の 影響は ､ 阻害剤自身が測るべ き代謝物と同 一 であ る ため測定で
きなか っ た｡ い ずれ の 1次代謝物 の添加 によ っ ても ､ 各水酸偲活性に紘
減少傾向が見られた が ､ 有意な阻害効果が認め られ た の は ､ .4位永酸化
体を阻害剤とした場合の みであ っ た｡ こ の こと から ､ 4位水酸化体 によ
る propr a n oll代謝の pr odu ctinhibitio nが示さ れ た ｡ また ､ 各1次代謝
物を N ÅD P H存在下 ､ プ レイ ン キ ュ ペ - トする プロ ト コ - ル B で は､
5 ､ 7位水酸化体､ お よび N 一 脱イ ソ プロ ピ)vlヒ体を阻害剤 と した場合
に ほ､ プロ ト コ ー ル A の系 と同様に､ 有意な阻害効果は得られなか っ た
が ､ 4位水酸化体を阻害剤とした場合､ 測定 した5 ま;よび 7位水酸化活
性 に対する阻害効果 が顕著に増強した｡ この こ とか ら､ 4位水酸イヒ体そ
の もの よりも､ 4位水酸化体の 逐次代謝物は ､ 他の水酸イヒ活性に対する
阻害効果が大き い こ とが示された｡
1 ･ 一 軍 ,Propr a n ol14位水酸化体 お よ びその 逐次代謝物 によ る
propran olo15位､ 7位水酸化活性阻害の kin etics
PfObr a noio14位水酸化体およ びその逐次代謝物 に5 およ び7位水酸
化活性に対する 阻害効果が見い 出 された の で ､ これら によ る 閉居 のkin &
dcsを調べ た ｡ 4位水酸化体 に よ る プロ トコ ー ル Aおよ びIB の で 阻害実
験･の 結果を ､ pr opr a n olIJ5位水酸化活性 (Fig.5-1) ､ 7位水酸化活性
(Fig.5-2) の Lin e w e a v e r- Burkplot で示 した ｡ プロ ト コ ー ル A における
propr a n ol14位水酸化体 に よ る 5 ､ 7位水酸化活性の 阻害形式は ､ ど
ち らも典型的な競合阻害であり､ 7位水酸化活性の 阻害 の Ki億が0.657
jL M ､ 5位水酸化活性の 阻害の Ki値 は 0.677jL M で あ っ た ｡
一 方､ 4位水酸化体を N A D Pfi存在下 ､ プ レイ ン キ ュ ペ - 卜した と
こ ろ (プ ロ ト コ ー ル B) ､ 先に示 した とおり5 ､ 7位水酸化に対する阻
害効果ほ い ずれも顕著に増強 し､ プロ トコ ー ル Aの 約 10分 の 1 の濃度
で同程度の 阻害効果が得られた o また､ プロ ト コ ー ルA の場合と異なり ､
非競合的な阻害形式が得られ ､ V m ax の 顕著な低下が認められた ｡
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監考察ヨ
取opra n ololの 4 つ の 1次代謝物を阻害剤 と したpr opr an ol1水酸化活
性 に対する阻害実験から､ 4位水酸化体が代謝阻害の原因となる代謝物
と して ス ク 1) - ニ ン グ さ れたo Pr opra n olo15 ､ 7位水酸化活性 に対し､
4位水酸化体自身が競合的な阻害剤と して働く こ とか ら､ pIDPr a mlo14
位水酸化体の逐次代謝反応とpropr a n ol15 ､ 7位水酸化反応が､ 少な
く とも部分的に は同 一 の酵素系 により触媒さ れる こ と が示唆され た o こ
れ ら の 基質濃度領域で は ､ 2 Dサブ フ ァ ミリ ー に属する P-450分子種
(2 D) がpropr a n ol15 ､ 7位水酸化を触媒する こ とから､ 4位水酸
化体の逐次代謝にも2 D が関与する可能性が考えられる｡ 4位水酸化体
の 逐次代謝物に は ､ い くつ か の ジ ヒ ドロ キ シ体が知られて い る が [86,
87] ､ こ こ で みられ た 阻害が1ido cain e[55] やimipraJ nine [58] で認め
られ た ような ､ propr a nololとそ の 4位水酸化体 の水酸化反応間の pr od-
u ctin hibi丘o nによ る か どうか明らかで はな い .
一 方､ 4位水酸化体を予め代謝させ る こ と によ っ て ､ 阻害効果ほ顕著
に増強し､ 阻害形式が競合阻害から非競合阻害に変化する こ とが明らか
に な っ た ｡ 5 ､ 7位水酸化活性の V m a x値 に顕著な低下が認められた
こ とから､ 5分間の プ レイ ン キ ュ ベ - シ ョ ン 中に､ 4位水酸化体ま たは
そ の逐次代謝物 により ､ 5 ､ 7位水酸イヒに関与する酵素､ つ まり2Dが
不活性化された も の と考えられる｡ 予試験にお い て ､ N A D P H存在下 で
の 5分間の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ っ て 4位水酸化体が 90 %も消失
する こ とが認められ て おり､ プロ トコ ー ルB で の 4位水酸化体自身によ
る阻害は ほとん どな い もの と考えられる｡ こ の ことか ら､ 4位水酸化体
の何らかの逐次代謝物または中間体 に P-450の 不活性化作用がある こ
と可能性があ る｡ 4位水酸化体の逐次代謝物には多く のも の が知られて
い る が [86,87] ､ そ の すべ てが不活性化作用を持つ とは考え にく い ｡
その た め ､ 5 ､ 7位水酸化活性の V m a x低下作用 は ､ 4位水酸化体 の
逐次代謝物の ごく 一 部 によ るも の である と考えられ ､ その 逐次代謝物､
おそらく ほ活性中間体の 阻害効果は極め て強 い と推察され る｡ また ､ こ
こ で は､ 同じく propr a n oll連続投与 により活性の低下する 4位水酸化
活性自身に対する影響 は直接見る こ とほ できなか っ た が､ 4位水酸化も
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5 ､ 7位と同様に2 D が関与する反応である の で､ 4位水酸化活性に対
して も 同様 の 阻害効果がある も の と考えられる｡
ミ ク ロ ゾ ー ム タ ン パ ク と共有結合する propr a nolol の活性中間体 の構
造に関して は ､ 前章の 1ido c血 e 同様､ 還元型グ ル タ チ オ ン に より共有
結合が阻害され る こ と [22] から ､ 求電子的な中間体が考.えられ る｡
Pr甲r a nOlol の4位水酸化 に際して N I H転移が起 こ る こ とか ら [79] ､
prqr anolo14位水酸化に エ ポキシ ドを経由する経路が示唆されており ､
こ れを活性中間体と推定して い る報告 [73] もある が､ こ れを支持する
実験デ ー タは得られて い な い ｡ 本研究にお い て 示唆さ れた ､ 4位水酸化
体 の逐次代謝過程で生成する活性中間体として ､ エ ポキシ ドの関与も考
えられる が､ 1次代謝過程 で は なく逐次代謝過程と して特徴的な点､ ま
た､ 5 または 7位で はなく 4位水酸化体 に特徴的な点を考慮する と､ . ア
セ トア ミ ノ フ ェ ン の 活性化 と共有結合 にお い て示さ れ て い る キ ノ ン構
造 [88] が､ pr opr an ol1 の活性代謝物 の構造 と して考えられ る ｡
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第2節 pr opra n olol活性代謝物の ミク ロ ゾ ー ム タ ン パ ク - の 共有結合
にお ける P-450 へ の結合選択性
2 Dサ ブ フ ァ ミ リ ー に属する P-450分子種 (2 D) が､ pr opr a n ollを
代謝活性化し､ ミク ロ ゾ ー ムタ ン パク と共有結合する活性代謝物を生皮
する こ と が前章 で示 さ れた ｡ こ の 共有結合が原因とな る2 Dの不活性化
がもた らされ る と考えられ る ｡ こ の こ とを確認する ため に は ､ タ ン パ ク
と活性代謝物の共有結合に おける P-450 自身 へ の結合の程度を明らか
にする こ とが必要 で ある ｡
本節で は ､ pr opr a n oll の活性代謝物と共有結合したミ ク ロ ゾ ー ム タ
ン パ ク をsDS ポリ ア クリ ル アミ ド電気泳動 (SDS-P AGE) により分離
し､ 放射活性 の分子量分布から､ p- 450 に対する結合の程度を推定 し
た ｡ また､ 還元型 グ ル タチ オ ン (GS H) が ､ 共有結合を阻害する こ と
[22] から､ G SHの共有結合と代謝阻害 へ の 影響に つ い ても検討したo
監実験結果】
2 - 1 Pr opr a n oll活性代謝物 とミ ク ロ ゾ ー ム タ ン パ ク の 共有結合体
の分子量分布
Propr an oll(2jL M) を 1mg ミク ロ ゾ ー ム タ ン パ ク と N A D P H存在下
また は非存在下 30 分間イ ン キ ュ ベ - シ ョ.ン したサ ン プル 100 FLl を
SOS-P A G Eに付 した｡ Co o ma ssieBrilliantBlu eで染色した の ち ､ ス ラ ブ
ゲ ル を 5 m m 帽で切断し､ 各断片 の放射活性を測定した結果を Fig.5-3
に示 した｡-N A D P H非存在下 で は ､ どの 断片 にも放射活性 は認め られな
か っ た . N A D P H存在下 で は ､ どの 断片にも 2,0 00dpm 弱の 放射活性が
認め られ た｡ ま た､ マ ー カ ー BとCの 間､ つ まり分子量お よ そ4万 から
7万 の 間で ､ 比較的高 い放射潜性が得られ､ 分子量5万付近で最も高い
放射活性 が得られ た｡ また ､ 反応混液中にG SH (1m M) を添加した
際の結果も同時に示した｡ G SH添加に より､ 分子量全般に渡っ て放射
活性が大幅に低下 したも の の ､ 分子量 45,00 から 55,00 前後で放射
活性の
-
ピ ー ク が認め られ た o
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2 - 2 . Pr opra n olo14位水酸化体に よ る b mitr olo14位水酸化活性の
阻害に対するG SH添加め影響
前節 で ､ pr opfanolo14位水酸化体の逐次代謝物が ミク ロ ゾ ー ム タ ン
パ ク と共有結合し､ pr op.
r ar Dlo15 ､ 7位水酸化反応 に関与するP-450分
子種 つ まり2 Dを不活性化する こ と が示唆さ れ た . そこ で ､ pr of m Old
4位水酸化体の逐次代謝物のburdtrdo14位水酸化活性に対する影響と､
共有結合体の 生成を阻害したG SHの 添加効果 につ い て検討し､ その結
果を Table5-2 に示した . pr opr a n ol1 5 ､ 7位水酸化活性 と同様 に ､
bunitrolo1 4位水酸化活性 に対して ､ pr opr a n oll の 4位水酸化体を
NA DfE存在下プ レイ ン キ ュ
'
ベ - トした場合､ 顕著な阻害効果が認め ら
れ た ｡ しか し､ 共有結合を顕著 に減少させ る濃度 (1m M) の G SH を
添加して も､ pr opr a n oll の4位水酸化体の逐次代謝物に よ る bunitr olo1
4位水酸化活性 の 阻害を抑止 で きなか っ た ｡
【考察】
Propr an oll の活性代謝物と ミク ロ ゾ ー ム タ ン パ ク との 共有結合は､
測定した全分子量範囲に分布して い た｡ また､ 比較的高い 放射溶性 の得
られた範囲(分子量4 - 7万) も､ 泳動像から判断して､ タ ン パ ク の絶
対量が多 い とこ ろ で あ っ た こ とか ら､ sha wら [73] が ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ
ー ム を用 い て得た結果と同様に ､ 活性代謝物は P-450に対 して選択的
に結合する もの で ほな い と考えられた ｡ また ､ 分子量45,000から55,000
にお け る結合量 の す べ て を p-450 へ の 結合 と倣定 しても､ 全結合量 の
20 %以下 と計算される こ とから､ 共有結合の大小が必ずしも p-450へ
の 結合量 の大小 ひ い て は不活性化能を示すもの では なく､ む しろ ､ 他の
部分 - の結合が多い た め に総結合量 が多く見積られる可能性も考えられ
る｡ しかし､ p-450は ミク ロ ゾ ー ム タ ンパ ク中で タ ンパ ク と して占め る
割合は それ ほ ど多くな い (約4%) の で ､ propranolol のように活性代
謝物 が大量 に でき る薬物 の場合 に は､ 活性代謝物 の大部分が p-4 50 と
結合する ばかりでな く ､ 他の タ ン パ ク と結合するの も当然の結果と いえ
る｡
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Table 5 - 2 In h i b i t io n of bu nitr olo 1 4- hydr o xy1& s e
a ctiv ity in r at l iv e r mic r o s o n e sby 4 - O H pr opr a n olol
u nde 王･ the v a rio u s c o nd i t io n s.
工n c ubat io n c o nd i t io n Bu ni t工･01o1 4- bydr o xyla s e
a ct iv ity
(n mol/m ュn/m g pr ote in)
c｡ ntr ｡1
a)
4 _ 0王ト P ＋ N A D P H
b)
4 _ O H_ P ＋ N A D Pli＋ G S H
C) ≡;喜…
'
:8
o
:
･
;
l
…:
d
,
,
I
a) =n c uba tio n s w a spe rfo r m ed w i t h O･ 5 mg m ic r o s o m al protei毒
fo r 1 m in at a bu ni tr olol c o n c e ntr at io n of 1 0 0JIM ･
b) Inh i b i t io n w e r epe rfo r m ed by t he pr o c edu 工･e S
in B o f s chen e 5 - i a t a 4 - O H- P c o n c e ntr at io n of
c) G SIiw a s added befo re p r ein c ubat io n .
dトIEa ch v alu e r epr e s e nts t he m ea n 土 S E of thre e
Ade 七e r min at io n s.
転) s ign i f ic a-n七 d i f fe r e nt fr o m c o ntr ol (P〈O . 0 1).
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de s c ribed
2 JIM ･
分子量 5万付近 で最も高い 放射活性が得られ た こ とから ､ p-450へ 共
有結合の 選択性は低 い もの の ､ こ の分子量付近 の放射活性は ､ P-450と
の 共有結合に よ るも の がそ の多くを占めると考えられる ｡ しかし ､ 今回
用 い た s DSIP AGE に よ る分駐 で は ､ P-45 0- の 結合量を算出 で きな い
た め p-450以外 の結合が起 こ らな い 系､ また は P-450以外の タ ン パ ク
の 存在しない 系 で の検討が､ 共有結合と不活性化の関連を調べ る上 で よ
り有用な系 で あ る と考えられ る ｡
G SH は､ 一 般に ､ 求電子的な活性代謝物と チオ ー ル結合し､ 酵素的
または非酵素的に解毒する こと が知られ て い る ｡ しか し､ cyclq)lDP〆arr>
ine [89] ､ phe n cyclidin e[90] ､ spir 皿 01a cto n e[91] な どの 自殺基質の
清一r野毛謝物の場合､ 活性代蕗物はその 生成部位 (基質結合部位) にその
ま ま結合する た め ､ G SH の ような比較的分子量の大きい チ オ ー ル は ､
基質結合部位まで入 り込めず､ G SH は酵素不浄旺化とは関係の な い活
性代謝物と の み反応する こ と が示唆され て い る ｡
本実験 に お い て も ､ G SH に よりpropr a n oll の活性代謝物の ミク ロ
ゾ ー ム タ ンパ ク との 共有結合は ､ 顕著に抑制さ れた にもかかわわ らず､
活性中間体 である 4位水酸イヒ体の逐次代謝物 によ る bu nitr olo1 4位水
酸化酵素に対する不活性化を抑止 できなか っ た ｡ こ の こ とか ら､ prqra-
n ololが 4位水酸化体となりさら に活性代謝物 に変換した時､ 活性代謝
物 はそれ らの 反応を触媒した酵素の ､
.
基質結合部位 へ 結合するもの と推
察され る｡ SDS-P AGE にお い て も ､ G SH添加 により､ 共有結合 が抑
制されなか っ た部分が ､ 特 に P-450付近 の 分子量50,000前後 に存在し
た こ と (Fig.5-3) も こ れ を支持する知見と考えられ た .
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第3節 p-4 50 B T Lを用 い た 再構成系 にお ける propr an ol1 の代謝的
活性化 と共有結合
本章に おける こ れまで の 実験で ､ pr opr a n oll の代謝物､ 特 に 4位水
酸化体の逐次代謝物が2 Dを不活性化し､ こ れが2 D に対する propr a-
n olol の自殺基質と して の作用機序 である可能性が示さ れ､ 共有結合 と
代謝阻害 の密接な関連がミク ロ ゾ ー ム の 系で推定さ れた. しかし､ 肝ミ
ク ロ ゾ ー ム と の 共有結合は p-450以外 の タ ン パ ク と の 結合 が多 い こ と
か ら､ ミ ク ロ ゾ ー ム の系で共有結合と酵素不手許肘ヒの定量的関係 を調べ
る こ と は 困難 である と考えられ る ｡ propranololの代謝的活性化に 2 D
が関与する こ と が ､ 前章で 明らか にな っ た こ と から､ 精製 2 D(P-450
B n) を用 い た､ 再構成系で の propr a nolol の代謝的活性化､ およ び活
性代謝物 の共有結合と2 Dの 不活性化 の関係を調べ た｡
【実験結果】
3 - 1 Propr an ol1 の活性代謝物の P-450 B T Lへ の共有結合
P-450B T L(250pm ol) ､ N A D P H-P-450redu cta s e(fp2､ 0.125u nits)
およ び 3H -pr opr an ol1(20FL M) を含む反応混液 o.5 mlを N ÅD P H存在
下 ､ ま たは非存在下45分間イ ン キ ュ ベ - トした ｡ 透析 により非特異的
結合を除去して ､ 測定 した P-450B n へ の共有結合量を Table5-3 の 左
側 に示した｡ N A D P H存在下イ ン キ ュ ペ - トしたサ ン プル にお い て ､ 共
有結合が認められ ､ 本再構成系にお い て ､ P-450B T Lが pr opr an oll を
代謝活性化 し､ 活性代謝物が同酵素ま た は 軸2 に結合する こ とが示さ
れ た｡ 共有結合量 は ､ 結合 の す べ て が p-450B T Lへ の 結合 と仮定する
と､ 同酵素 1n mol当りo.43n m olであ る と算由された｡ また ､ N A D P H
非存在下 に反応を行 っ たサ ンプル では共有結合は ほとん ど認められなか っ
た ｡
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ま た ､ こ の サ ン プ ル の 一 部を sDSrP AGE に付 し､ Co o m as sieB rillia nt
Blu eで染色した の ち ､ ス ラ ブゲ ル を 2.5 m m 幅で 切断して ､ 各断片 の
放射活性を測定した結果を Fig.5-4に示 した｡ 染色後､ ス ラ ブ ゲ ル上 に
認め られた バ ン ドは ､ p-45 0B T L由来の分子量 49,000 と 32,000の バ ン
ドお よ びfp2 由来の分子量 72,000の バ ン ドの み で あり､ Q,2>P-450 B T L
(49,00) > P-4 50 B T L(3 2,00) の)捌こ濃く染色されて い た o 一 方 ､
pr opr a n ollの 活性代謝物由来の ､ 放射活性は ､ 49,000 の バ ン ドの み に
選択的た認められた. こ の こ とから ､ 今回用 い た再構成系で の pr opr a-
n ololの 活性代謝物の 反応混液中の タ ン パ ク との 共有結合は ､ ほ ぼす べ
て P-450 B T L自身 へ の 結合で ある こ と が示さ れ た ｡ こ れ らの デ ー タ か
ら､ 本条件 にお い て P-450B T L 1n m olに 0.43n m oiの 活性代謝物が結合
する こ とが明らか にな っ た ｡
3 - 2 Pmpr a n oll の活性代謝物に よ る P-450B n の不活性化
上記の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を行 っ た p-45 0B T Lを酵素源と して ､ 再
構成系実験を行 い ､ propr anolol代謝活性を測定した結果を Table5-3 の
右側 に示した｡ propr a n ol14 ､ 5 およ び7位水酸化体 い ずれ につ い て
も ､ N A D p H非存在下イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン したもの に比べ ､ 存在下イ ン
キ エ ペ - シ ョ ン したp-450B T L の方が約40 %活性が低か ? た ｡ こ の こ
とか ら､ こ の 条件で ､ P-45 0B n の 40% が､ 予め行 っ たpr opr a n oll代
謝反応中に不活性化された こ とが示され た ｡
【考察】
p-4 50 B T Lを用 い た再構成実験で ､ P-450B T Lと pr opr a n oll の活性代
謝物と の共有結合が認められた こ とから ､ pr opr a n oll が P-450B T Lに
よ っ て代謝的に活性化され ､ それ自身に結合する ことが明らかに なっ た ｡
ま た ､ SDS- PAGE によるタ ン パ ク 質の 分離 によ り､ 本再構成系で の タ
ン パ ク へ の 共有結合 は ､ そ の ほ とん どす べ て が ､ P-450 B T L- の 結合で
あ る こ と が示された ｡
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本実験条件で ､ pr opr a n oll の活性代謝物 の共有結合 は 0･43n m ol/n m oI
p-450で あり ､ 反応混液中の 全 p-450 B nの約 40% にpr opr a n oll の活
性代謝物 が結合し た こ と が わ か っ た . また ､ P-450B nは ､ N ÅD P H存
在下 で の pr opr an ol1 との イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン つ まり代謝 によ っ て
pr opr a n ol14 ､ 5およ び7位水酸化活性 い ずれも が 40 %前後低下す る
こ とか ら､ 共有結合して い る 40% の P-450 B T Lが ､ すべ て不活性化さ
れ た と考えられ､ p-45 0B n へ の 共有結合量と p-450B T Lの 不活性化 の
定量的関係が示された ｡
第 1章で示した pmpr anolol連続投与に よ る pr opr a n ol14 ､ 5 およ び
7位水酸化活性の低下を 血 yjtr o再構成系 で ､ P-450 B T Lに pr opran olo1
を代謝させ た結果の ､ propra n oll の4 ､ 5 およ び7位水酸化活性の低
下 と い う形で再現する こ と がで き た. また､ 活性代謝物の ミ ク ロ ゾ 一 本
タ ン パ ク - の 共有結合 は､ 前節 で 述 べ た よう に､ P 450に対 し極め て選
択的と い うもの では な い が ､ そ の 少なくとも 一 部は ､ 活性化を行 っ た酵
素自身に結合する こ とが ､ その 酵素と fp2 の みが存在する再構成系で
の実験から明らかにな っ た ｡ さ らに､ その共有結合量と活性低下率の対
応から､ p-45 0B T Lへ の 共有結合 が ､ P-45 0B T Lの 不活性化 に直接 つ な
が る こ とが示され､ pr opr a n oll が p-450B T L の自殺基質であ る こ とが
明らか にな っ た ｡ 第1章で示した他の薬物代謝滑性の低下も ､ こ の横棒
に基づ い て おり､ p-450B T Lも しく はそ れと免疫学的性質およ び触媒活
性 の類似した 2 Dの 不活性化 に よ る もの である と考えられ る｡
pmpr a n oll連続投与に よ る肝薬物代謝活性の低下 に おけ る基質お よ
び代謝経路選択性は ､ 前節 でも述べ た よう に ､ pr opr a n oll の活性代謝
物が propr a n ollを活性化した P-450 の 基質結合部位 に結合し､ こYLを
不浄隆イヒする が ､ そ の 結合は活性化した酵素に対して 選択的であ る ため
に起 こ る も の と考えられる ｡ つ まり､ pr opr a n oll の代謝的活性化 にお
ける 2 Dサ ブ フ ァ ミ リ ー に属する P-450 分子種 (2 D) 選択的な役割
が､ 2 Dの 選択的な不活性化とい う形で発現して い るもの と考えられる｡
こ の ような2 Dの広 い基質特異性が､ 本酵素の不活性化の発端にな っ て
い る こ とが示された｡
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/]､ 括
propr a n oll連続投与 によ る肝薬物代謝活性の低下を､ 血 vi細 の 系で
再現し､ pr opr an olo1の 活性代謝物の ミク ロ ゾ ー ム タ ン パ ク へ の 共有結
合との 関連を明らか にす･る こ とを試みた｡ Pr opr arx)1o1およ びfFOPran Olol
の 代謝物を阻害剤と し た代謝阻害実験か ら､ 以下の こ とが明らか にな っ
た ｡
1) 肝ミ ク ロ ゾ ー ム に よ る pr opr a n oll代謝に お い て ､ propr anolo14 ､
5 ､ 7位水酸化体お よ びⅣ ｢ 脱イ ソ プロ ピル体 のうち ､ 4位水酸イヒ体の
み が､ 他の水酸化活性 に対して 阻害効果を示し､ 阻害形式は典型的な戟
合阻害で あ っ た ｡
2) 4位永酸化体を N A D P H-ge n eratingsystem 存在下 ､ ミ ク ロ ゾ ー ム
と プ レイ ン キ ュ ベ - トする こ と により､ pr opranolol水酸化活性 に対す
る阻害効果は著しく増強し､ また ､ 阻害形式は非競合形に変化した｡ こ
こ で ､ 顕著な Vm a xの 低下が認め られた こ とか ら､ 4位水酸化体 の逐
次代謝中間体が､ pr opr a n ol15 およ び7位水酸化反応に関与する 2 Dサ
ブフ ァ ミリ ー に属する P-450分子種を不活性化する こ とが示され た .
3) 托q)rar DIolの活性代謝物の肝ミ ク ロ ゾ ー ムタ ン パ ク へ の共有結合は､
p-45 0 に対する結合を多く含ん で い る可能性はある が ､ P-450 に対する
特異的結合で は な い こ とが ､ ミ ク ロ ゾ ー ム タ ン パ ク の SDS-P AGE に よ
る分離から示された｡
4) p-450B n を用 い た再構成実験から､ p-45 0B n によ る pr opran olol
の 代謝的活性化 と p-450B n 自身 - の 共有結合が見 い ださ れた｡ さ ら
8
_
こ
､ P-4刃BT Lへ の 共有結合量に対応した ､ p-450B T L のpr opra n ol14 ､
5 およ び7位水酸化活性の低下が恵められた ｡ こ れ により､ pr oF an 01d
の 活性代謝物の共有結合 に伴 い ､ P-450BT Lが不活性化される こ とが示
さ れた ｡
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以上 の結果から､ pr opr a n oll の代謝物 に よ り 2 Dサブ フ ァ ミ リ
ー に
属する P-4 50分子種が不活性化される こ と が ､ 血 yl
'
細 の 系で示され ､
特 に4位水酸化体 の重要性が示さ れた ｡ ま た ､ 再構成系 に 如 ､て ､
propr an ol1 を代謝的に活性化 した P-450B T L自身に ､ 活性代謝物が共
有結合し不活性化する こ とか ら､ pr opr anololが P-450B T Lの 自殺基質 と
なる こ と が示さ れ た ｡
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実験 の 部
1 . 実験動物お よ び試薬
実験動物お よ び試薬は ､ 前章まで に示したもの を用 い た. 精製p-450
(p-4 50B T L) は ､ 第3 章で精製 したも の を用 い た ｡
2 . pr opr a n oll の代謝物 によ る代謝阻害実験
馳opr a n ollの代謝物 によ るpr opr a n oll代謝の 阻害実験は ､ 本文中､
s che m es-1 に示 した方法で ､ 基質お よ び阻害剤 の濃度 は 2fL M で行 っ
た o また ､ 阻害の kin etic s実験で は ､ 基質濃度 o.5 - 2〟 M ､ 4位水酸
化体濃度o - 20 〃 M で行 っ た｡
Pr opranolol の4位水酸化体 によ る bu nitr olo14位水酸化反応の 阻害実
験 で は ､ bu nitrolol濃度 100FL M ､ 4位水酸化体濃度 2FL M で行 っ た ｡
3 . 【3Ⅲ】pr opr a n oll代謝後の ミ ク ロ ゾ ー ム タ ン パ ク の S DS- P AG 引こよ
る分離
【唱】pmpran ok)1 の代謝は ､ 第4章 に示した方法に従 っ た o 但 し､ 凪芯
は 1 mg ミ ク ロ ゾ
ー ム タ ン パ ク ､ 2FL M (1iLCi)【3H]propr a n ollを含む
反応混液o.1 mlを用 い て ､ 30分間行 っ た｡ 反応は ､ SDS添加 によ っ て
停止 し､ 第3章 に示した方法で SDS-P AGE を行 っ た ｡ ス ラ ブゲ)りは ､
5m m幅 で切断し､ 各断片を過酸化水素に溶解し､ それぞれの 放射活性
を測定した｡
4 . 再構成実験
再構成実験は ､ 第3 章に示した方法に従い ､ 250押101PL450汎 ､ 0.125
u nits 軌 ､ 20FL M (2fLCi) 押〕propr a n ollを含む反応混液o.5 m =を45
分間イ ン キ エ ペ - 卜した ｡ 反応を永玲によ り停止したの ち､ 反応混液を､
20% グリセ ロ - ルお よ び0.1 m M E D T Aを含む50m M トリス塩酸旗衝液
(pH 7.4) に射し､ 0 ℃ に て 24時間透析した ｡ 透析後 の サ
r
ン
'
7
p
)レよ
り､ 100pm ol の P-450 B T Lを用 い 再構成実験を行 い ､ pr opr an oll代謝活
性を測定した｡ その 際､ 基質濃度 は 20FL M pr opr a n ollを用 い ､ fp2 は
0.5 units 添加 した｡
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総 括
1 . 放opra n oll連続投与 に よ るラ ッ ト肝薬物代謝活性の変動 (第1章)
㊨ w ista r系雄性ラ ッ トに pr opr an ol1(100mgkg/day､ 経口 ､
一 5日間)
を連続投与する こ と によ っ て ､ 肝ミ ク ロ ゾ ー ム のpmpr a n ok)14､ 5 およ
び7位水酸化活性が有意に低下 し､ N 一 脱イ ソ プロ ピ)vlヒ活性が上昇し
た ｡ 2 Dサ ブ フ ァ ミ リ ー に属するP-450 の関与が知られ て い るdd)ris oquine
4位水酸化活性､ im申r a mirE2位水酸化活性も顕著に低下したが ､ 雄特
異的分子種 (p-450 2Cll) の関与する imipr a min eⅣ 一 脱メ チ ル化活性
に有意な変動は認め られ なか っ た ｡
㊥ Lido cain e代謝に対して も代謝経路選択的な阻害が見られ､ 3位水
酸化活性の みが顕著に低下 した ｡ こ の こ とか ら､ propranolol連続投与
に より､ 特定 の P-450分子種の関与する代謝活性が低下する こ とが示
され､ 特 に 2 Dサ ブ フ ァ ミ リ ー に属する P-4 50分子種依存 の代謝活性
が低下する こ とが示唆され た｡
2 . ラ ッ ト における薬物代謝活性 の性差､ 系統差と p-4502D
サ ブ フ ァミ 1) 一 に属する cy 加 hm m eP-450分子種の 関与 (第2章)
㊥ Debris oquin e代謝の 欠損モ デル と して知られて い るDa rkAg00ti(D
A) 系雌性ラ ッ トと同様に､ 雄性ラ ッ トに お い ても ､ debrisquin e4位
水酸化活性およ びimipra min e2位水酸化活性が他系統に比 べ低い こ と
が明らか に な っ た ｡ 2 Dサブ フ ァ ミ リ ー に属するP-450分子種の関与が
知られ て い る こ れらの 反応､ およ び pr opran olo1 4位水酸化以外 に､
pr opr an olo15 ､ 7位水酸化､ 1ido c aine 3位水酸化お よ びbunitr olo14位
水酸化活性が､ D A系ラ ッ トで顕著に低 い こ とが明らかに な っ た ｡ これ
らの反応は､ pr opr anolol連続投与によ り代謝活性が低下する反応 であ
り､ D A系ラ ッ トで欠損した酵素が propr a n oll連続投与 に より阻害を
受けたと考えられる ｡
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㊨ w istarおよ び D A系ラ ッ トの propr an ol1お よ びIido c ain e代謝 の
kin e丘c s実験 で ､ Km 備 に系統差は なく Vma x億 に系統差が認められた
こ とから､ D A系ラ ッ トに おける低活性 は､ 代謝酵素含量 の違い よ る こ
と が示唆さ れ た . ま た ､ 各反応 で ､ 特 に high- affimity pha s eの Vm a x億
が ､ D A系ラ ッ トで顕著に低か っ たこ とから ､ D A系ラ ッ トで欠損した
酵素は 血 yiy oで重要な ､ 低基質濃度の 反応を触媒して い る こ とが示さ
れた｡
㊥ 系統差の認め られ た pr opr an ol1や1id∝ ain eの 水酸化活性は ､ debri-
s oquin eお よ び desipramineら.=より ､ 選択 的か つ 競合的 に阻害され ､ こ
れ らの 反応 に対す る 2 Dサ ブ フ ァ ミリ ー に属する P-450 分子種 の関与
が示唆さ れ た ｡
3 . Cyto chr o m eP-4502 Dサ ブフ ァ ミリ ー に属する P-450分子種
(p-450 B T L) の 精製と諸性質 (第3章)
㊥ S D系雄性ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム から bumitr olo14位水酸化活性を
持 つ P-450分子種 (p-450B T L) を精製した｡ 本酵素は ､ 〟 - 末端ア ミ
ノ酸配列およ び､ そ の debris oquin e4位水酸化活性から2 Dサブ フ ァ ミ
リ ー に属する こ と が示 され､ また ､ 新規の分子種である可能性が示され
たo
㊥ p-4 50B T Lは再構成系に お い て bu nitr olo14位水酸化活性､ debris o-
quin e4位水酸化活性 の他に､ propran olo14 ､ 5 ､ 7位水酸化活性､ N
- 脱イ ソ プロ ビ ル化活性お よ び1idocaine 3位水酸化活性を示した . ま
た ､ 抗 p 450 B n抗体は､ こ れらの反応 のうち ､ 無処理 ラ ッ ト肝 ミ ク
ロ ゾ ー ム の 低基質濃度における水酸イヒ活性を い ずれも90%以上阻害し
た｡
こ れらの こ とか ら､ pr opra n olol連続投与に より活性低下 し､ また ､
D A系 ラ ッ トで欠損した こ れ らの 凪芯に ､ P-45 0B n. も しくは こ れと免
疫学的に類似した分子種が関与するこ と が明らか になり ､ 盟)サ ブフ ァ
ミ リ ー に属する p-450分子種の関与が示さ れ た o
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㊨ propr a n oll の基質濃度を 5FL M から1 m M に変化さ せ た場合､
propranoloi 4 ､ 5位水酸化活性 に対する抗 p-450B 皿 抗体の 阻害効果
が小さくな っ た こ とか ら ､ p-4502 Dサ ブ フ ァ ミ リ ー に属する P-450分
子種は ､ 低基質濃度 で の薬物代謝に重要な役割を果たすもの と考えられ
た o
4 . Pr opr aJI Ololお よ び1id∝ aine の 代謝的活性化 とラ ッ ト肝
ミク ロ ゾ ー ム へ の 共有結合 (第4章)
㊥ propr anolol によ る薬物代謝阻害の要因と して 示唆さ れ て い る ､ 代
謝酵素 とpropran olol の活性代謝物と の 共有結合 に関連して ､ 活性代謝
物の 生成反応 の性質を調べ た ｡ Pr opr anololの代謝的活性化 は ､ D A系
ラ ッ ト で顕著に低く ､ debris oquin e､ spa rteine､ quinidin e お よ び抗p-450
B T L抗体で 阻害さ れた こ とか ら､ こ の 反応 に 2 Dサブ フ ァ ミ リ ー に属
する p-450分子種が関与する こ と が明 らか にな っ た ｡
㊨
㌔. Lido占ain eに お い て もbropr a n oll の 10 %程度で ある もの の ､ 活性
代謝物 の ミク ロ ゾ ー ム - の 共有結合が認 められ た｡ 系統差お よび阻害実
験か ら､ 1id∝ ain eの代謝的活性化 にも､ 2Dサブ フ ァ ミリ ー に属する P-
450分子種の関与が示され ､ 3位水酸イヒ反応 と の 関連が示唆され た｡
5 . Pr opr a n oll活性代謝物 によ る cyto chr o m eP-450の 不活性化 と
共有結合 (第5章)
㊥ propr a n oll の4位水酸化体 に よ る 5 ､ 7位水酸化活性 の 阻害が認
め られた｡ また､ 4位水酸化体を ミク ロ ゾ ー ム と NA D P H-ge n er ating
system 存在下プ レイ シ キ ュ ベ - 卜する こ とに より､ 阻害効果が著しく
増強した｡ こ の 時､ 顕著な Vmax 償 の低下が認 め られた こ とから ､ 4
位永酸化体 の逐次代謝中間体が ､ 2 Dサ ブ フ ァ ミリ - に属する P-450分
子種 を不活性化する こ と が推定で き た｡
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㊨ propr a n oll活性代謝物の ミク ロ ゾ ー ム タ ン パ ク と の共有結合が､
p-450 に特異的で はな い こ とが ､ s os-P A G Eによ る タ ン パ ク 質の 分乾
に より示さ れた が ､ p-45 0B T Lを用 い た再構成実験から､ pL45(取T Lと
pr opr anolol活性代謝物 の共有結合が認め られたo さらに ､ 共有結合量
は ､ P-450B TL の pr opr a nplo14 ､ 5 お よび7位水酸化活性の低下 の程
度 と ほ ぼ 一 致した こ とか ら､ 共有結合 に伴 い ､ P-450BT Lが不活性化 し
た こ と が示され た ｡
以上 の 結果から ､ propr a nolpl連続投与 によ る propra n olol水酸化活性
およ び種々 の肝薬物代謝活性の低下の機構 と して ､ 2Dサ ブフ ァ ミリ ー
に属する P-4 50分子種 (2 D) が ､ propra n ololを代謝的に活性化し､
活性代謝物が同酵素 に共有結合する こ とにより ､ 不活性化をおこす自殺
基質の機構が示さ れ た ｡ こ の 不活性化の 2 Dサ ブ フ ァ ミ リ ー に属する
P-450へ の 選択性 は ､ この 酵素が ､ 選択的に活性代謝物を生成する こ と
に由来して おり､ 2 Dの基質特異性が重要な意味 を持つ こ とが示さ れた ｡
本研究 にお い て ､ 2 D に関連した襲物代謝活性阻害の機構 を調べ て い
く過程 で ､ 2 Dの特性 と して､ 基質に対し親和性が高いと いう辞素反応
速度論的性質が明らかにな っ た｡ 臨床の場で､ こ の酵素の遺伝的多型が､
多くの 薬物の体内動態に反映する事実ほ､ 本酵素の基質特異性の広さだ
けで なく ､ こ の ような性質が重要な意味を持 つ こと に起因して い る ｡ ま
た ､ 本研究 では2 Dが薬物の代謝的括乍封ヒを行う事実を初めて示した が ､
2 D が多くの初回通過効果を受けやすい 薬物の代謝に関与する こ とを考
えると ､ 本酵素は､ 薬理遺伝学的にだけ でなく､ 毒性学的にも重要な酵
素で あ る と考えられた ｡
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